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kat, pod ktérym rozciggany jest obiekt w AFM

kat miedzy odcinkami Kuhna

opor, ktory ciecz stawia sondzie sitowej

wspotezynnik lepkosci cieczy, w ktorej znajduje sie sonda sitowa
stala odksztatcenia piezoelektrycznego

modul sprezystosci rozciagania odcinka Kuhna

czestotliwo$¢ drgan termiczych sondy sitowe]

modul sprezystosci rozciggania polimeru na jednostke jego dtugosci
ci$nienie osmotyczne

stopien superskrecenia

kat pochylenia mikrobelki wzgledem ptaszczyzny probki

kat miedzy sktadnikami supehelisy

wektor odleglosci koncow taricucha polimerowego

wektor kierunkowy odcinka Kuhna

promien kulki przyblizajacej sonde sitowa

modul zginania polimeru traktowanego jako pret

modul ugiecia odcinka Kuhna

odlegtosé miedzyosiowa w kondensacie DNA

ugiecie mikrobelki AFM w jednostkach napiecia uzyskanego z foto-
diody kwadrantowej

ugiecie mikrobelki AFM w jednostkach dtugosci

energia konfiguracji polimeru

sita rozciggajaca

sila oddzialywania miedzy molekutami DNA na jednostke ich dtugosci
sita oporu stawianego przez superhelise przy jej zaciskaniu w wyniku
rozciagania

sita odpychania miedzy sktadnikami superhelisy

sita mierzona przy rozcigganiu obiektu pod katem «

hamiltonian energii mikrobelki AFM

grubosé¢ piezoelektryka

stala sprezystosci sondy sitowej

stala Boltzmanna



L dhugos¢ obiektu rozciaganego

[ dtugos¢ odcinka Kuhna

Lo dhugosé konturu polimeru

Ly dhugosé persystentna polimeru

L, mierzona dtugosé obiektu rozciaganego pod katem «
Lk liczba opleceni (linking number)

Lky naturalna liczba oplecen zrelaksowanego DNA
N liczba odcinkéw Kuhna w polimerze

n liczba par zasadowych

P ped ruchu mikrobelki AFM

r promieri grubosci DNA

S moc drgan termicznych sondy sitowe]

S droga po obwiedni konturu polimeru

SE  czulosé mikrobelki i uktadu detekcji jej ugiecia
T temperatura

t czas

Tw liczba skretow (number of twists)

Twy naturalna liczba skretow w zrelaksowanym DNA
U napiecie

Wr  liczba zwojow (number of writhes)

Wry naturalna liczba zwojow w zrelaksowanym DNA

x wydtuzenie polimeru pod wptywem sity
Y odksztalcenie sondy silowe;j
A suma statystyczna

z dtugosé¢ piezoelektryka

AFM mikroskop sit atomowych (atomic force microscope)

bp  para zasadowa (base pair)

eFJC model polimeru starystycznie niezaleznych elementéw rozszerzony o
sprezystosé odcinkéw Kuhna (extended freely jointed chain).

eWLC model sprezystosci polimeru Marko - Siggi rozszerzony o sprezystosé
entalpiczna (extended worm like chain)

FJC model polimeru statystycznie niezaleznych elementow (freely jointed
chain)

WLC model sprezystosci polimeru Marko - Siggi (worm like chain)



Wstep

Mimo, ze odkrycie struktury DNA dokonane zostato juz ponad pét wieku
temu, to molekuta ta wciaz stanowi fascynujacy obiekt badan. Od pelnego
zrozumienia mechanizmoéw jego funkcjonowania w kluczowych procesach bio-
logii komorki uzalezniony jest postep w rozwoju nowych terapii genowych i
w inzynierii genetycznej, jak réwniez poznanie poczatkéw powstania zycia.
O ile jednak biochemia DNA zostata juz znacznie rozwinieta, to jego wtla-
Sciwo$ci mechaniczne, topologiczne i elektrodynamiczne badane sa dopiero
od niedawna. Ich poznanie jest jednak konieczne, aby w pelni zrozumieé¢ or-
ganizacje materiatu genetycznego i mechanizm jego zapisu, kopiowania oraz
translacji i transkrypcji do biatek [1]. Poznanie to bedzie tym pelniejsze, im
badane struktury DNA beda bardziej podobne do wystepujacych w zywych
komorkach. Najprostszym sposobem organizacji materiatu genetycznego w
struktury wyzszego rzedu, spotykanym gtéwnie u bakterii, jest wprowadzenie
dodatkowego skrecenia do podwojnej helisy. W efekcie dochodzi do wzajem-
nego oplecenia molekuty, podobnie jak ma to miejsce w skreconym sznurze
stuchawki telefonicznej. Powstaje wowczas podwojna helisa wyzszego rzedu,
ztozona z dwoch innych podwojnych helis DNA - superhelisa [2].

Juz w wykladzie Richarda Feynmana “There is plenty of room at the
bottom” [3], ktorego wygloszenie uznawane jest za poczatek nanotechnologii,
makromolekuly znajdujace sie nawet w najprostszych organizmach uznane
zostaly za przyktady maszyn o rozmiarach w zakresie nanometréw. Feyn-
man argumentowal, ze biologia dostarcza dowodu na to, ze inzynieria w
nanoskali ma szanse powodzenia i tym samym powinna stanowi¢ gtéwne 7zro-
dlo inspiracji dla nanotechnologii. Kontrola organizacji budulca na poziomie
molekularnym umozliwia organizmom uzyskanie materiatow o niezwyktych
wlasciwosciach. Prostym przyktadem moga by¢ muszle mieczakow, ktore
cho¢ sktadaja sie gtéwnie z kruchego weglanu wapnia, to jednak dzieki nie-
wielkiej domieszce biatek i ztozonej strukturze wewnetrznej stanowia sku-
teczna ochrone mechaniczna [4]. W bionanotechnologii coraz wieksza uwage
poswieca sie DNA. O ile dla organizméw stanowi ono no$nik informacji, to w
nanotechnologii rozwazane jest jako material konstrukeyjny. Jego ogromng

zaleta jako budulca jest fenomenalna wprost zdolno$é¢ do ztozonej samo-



organizacji. Praktyczne wykorzystanie DNA znacznie ulatwia powstata w
procesie ewolucji ogromna liczba enzyméw, stanowiagcych gotowy do wyko-
rzystania zestaw narzedzi do jego obrobki. Moga one cia¢ (endonukleazy),
skleja¢ (ligazy) lub skreca¢ (topoizomerazy) DNA, jak rowniez kopiowaé jego
odcinki o dowolnej niemal dtugosci (polimeraza) [1|. Przy ich wykorzystaniu
DNA moze tworzy¢ roznorodne struktury, w tym réwniez takie, ktore nie
wystepuja w naturze. Przyktadem moze by¢ tzw. origami DNA [5], klatki
i pudelka [6] a nawet nanomaszyny [7]. Aby jednak jakikolwiek material
mogt byé wykorzystany z powodzeniem w postaci budulca konieczne jest
poznanie jego wlasciwosci mechanicznych, zar6wno w postaci najprostszej,
jak i bardziej ztozonych struktur.

Zbadanie wtasciwosci mechanicznych DNA posiada zatem istotne znacze-
nie zaréwno pod wzgledem naukowym jak i praktycznym. Konieczna do tego
celu jest jednak metoda umozliwiajaca pomiar wtasciwosci mechanicznych
materiatéw na poziomie molekularnym. Jeszcze do niedawna takie do§wiad-
czenie rozwazane by¢ mogto jedynie w charakterze eksperymentu myslowego.
Jednak poczawszy od lat ’90 XX wieku pojawiac sie zaczely metody spektro-
skopii mechanicznej pojedynczych molekut, czyli umozliwiajace ich kontro-
lowana deformacje pod wplywem okreslonej silty [8, 9]. Metody te, wykorzy-
stujace putapki optyczne i magnetyczne oraz mikroskop sit atomowych (ato-
mic force microscope - AFM) pozwolity poprzez spektroskopie mechaniczna
pojedynczych molekut DNA na odkrycie m. in. wymuszonego mechanicz-
nie przejscia OS do dtuzszej o 70% formy, zachodzacego dla okreslonej sity
oraz weryfikacje modeli sprezystosci polimerow [10]. Wykonane dotychczas
badania w znacznej czesci skoncentrowane bylty jednak na DNA liniowym.
Nieliczne eksperymenty przeprowadzone dla struktury superhelikalnej DNA
wykonane byly z wykorzystaniem pulapek magnetycznych [11, 12|, metody
umozliwiajacej kontrolowane skrecanie dwoch molekut i wytwarzanie struk-
tury superhelikalnej. Metoda ta nie pozwala jednak na stosowanie sit wiek-
szych niz 10 pN, uniemozliwiajac obserwacje w zakresie zmian entalpicznych
DNA [8].

Badania opisane w mojej pracy doktorskiej mialy na celu przezwyciezenie
tego ograniczenia. Zastosowano w tym celu inne podejscie niz stosowane w
dotychczasowych eksperymentach - zamiast wytwarza¢ strukture superheli-
kalna poprzez mikromanipulacje wykorzystano superskrecone zamkniete ko-
liste plazmidy bakteryjne, w ktorych wystepuje ona w sposoéb naturalny. Do
rozciggania takich obiektow idealnie nadaje sie mikroskop sit atomowych. Po-

zwala on na dokonywanie pomiaréw z najwyzsza sita wsrod wszystkich metod



spektroskopii mechanicznej pojedynczych molekut [8]. Ponadto, poprzez za-
stosowanie niemodyfikowanego ostrza, z ktérym rozciggana molekuta tworzy
wigzania niespecyficzne, mikroskop sil atomowych pozwala na uchwycenie i
rozciagniecie nawet zamknietego plazmidu. Wigzanie takie z powodzeniem
wytrzymuje sity nawet 500 pN. Ograniczeniem takiego podejscia jest zupelna
dowolno$¢ miejsca podczepienia plazmidu, przez co zamierzone rozciaganie
struktury superhelikalnej zachodzi tylko w niektorych przypadkach. W celu
ich wykrycia rownolegle przeprowadzono eksperyment kontrolny na plazmi-
dach zlinearyzowanych, w ktorych struktura superhelikalna nie wystepuje. W
probkach plazmidu superskreconego zarejestrowano krzywe, w ktérych przej-
Scie OS zachodzi dla znacznie wyzszych sit (250 pN) niz mozna oczekiwa¢ w
przypadku zwyktego réwnolegtego rozciagania dwoch molekut. Krzywe takie
nie byly obserwowane w probkach zlinearyzowanych ani tez nie wystepuja w
literaturze opisujacej doswiadczenia na DNA liniowym. Wyznaczona z tych
krzywych warto$¢ dtugosci persystentnej wykazuje bardzo dobra zgodno$é z
wartosciag uzyskang dla struktury superhelikalnej za pomoca putapek magne-
tycznych. Zakwalifikowane zostaly zatem one jako pochodzace z rozciggania
struktury superhelikalnej DNA. Wysunieto hipoteze, ze zwiekszona sztyw-
nosé i wyzsza sita przejscia OS obserwowana w tych krzywych wynika z wza-
jemnego odpychania silnie natadowanych fragmentow DNA, zblizanych do
siebie podczas zaciskania rozciagganej superhelisy. Hipoteze ta potwierdzita
bardzo dobra zgodno$¢ wartosci tej dodatkowej sity (30 pN odpowiadajace
0.07 pN/nm na jednostke dlugosci DNA) z wezedniejszymi badaniami nad
wzajemnym oddziatywaniem molekul DNA przeprowadzonymi dla préobek
makroskopowych. Zastosowana metoda moze zatem z powodzeniem zostac¢
wykorzystana do badan wtasciwosci mechanicznych struktury superhelikal-
nej na poziomie pojedynczych molekut. Uzyskane wyniki sugeruja tez, ze
topologiczna organizacja DNA posiada, poprzez zwiazek z jego wlasciwo-
Sciami elektrodynamicznymi, wplyw na wtasciwosci mechaniczne struktur
wyzszych rzedow. Rezultaty te prezentowano na konferencji "6th EBSA &
British Biophysical Society Congress” jako referat ustny [13].

Aby przeprowadzi¢ opisane powyzej badania, konieczne bylo skonstru-
owanie mikroskopu sil atomowych wyspecjalizowanego do pomiaréw w trybie
spektroskopii mechanicznej pojedynczych molekut. Istnieje wprawdzie wiele
firm oferujacych instrumenty komercyjne, posiadaja one jednak wiele ogra-
niczen, takich jak brak mozliwosci ogniskowania wiazki laserowej w uktadzie
detekcji ugiecia mikrobelki i stosowanie skaneré6w o znacznej nieliniowosci i

dryfie, co moze powaznie utrudnié¢ pomiary w trybie spektroskopii mechanicz-



nej. Niebagatelne znaczenie ma réwniez wysoka cena tych instrumentow. Po-
niewaz obecnie dostepne sa na rynku skalibrowane skanery piezoelektryczne
ze sterownikiem, niskoszumowe lasery i szybkie uniwersalne interfejsy pomia-
rowe, zbudowanie mikroskopu sit atomowych jest wzglednie proste i moze
kosztowaé¢ utamek ceny instrumentu komercyjnego.

Praca doktorska rozpoczyna sie wstepem teoretycznym. Opisano w nim
budowe, topologie, wtasciwosci mechaniczne i elektrodynamiczne DNA w
zarysie koniecznym do opisu i interpretacji uzyskanych wynikow (Rozdzial
1). W Rozdziale 2 przedstawiono budowe i zasade dzialania mikroskopu
sit atomowych, natomiast jego zastosowanie w spektroskopii mechanicznej
pojedynczych molekut przedstawiono w Rozdziale 3. Dokonano w nim takze
jego poréwnania z pozostalymi stosowanymi metodami i oméwiono jego za-
lety i ograniczenia. Przedstawiono takze stosowang w naszych pomiarach
termiczng metode kalibracji mikrobelek oraz wskazano na mozliwe Zrodia
niepewnosci pomiarowych w spektroskopii mechanicznej AFM. W Rozdziale
4, zamykajacym wstep teoretyczny, dokonano przegladu literaturowego w
dziedzinie spektroskopii mechanicznej DNA. Najwieksza uwage poswiecono w
nim pracom opisujacym pomiary przeprowadzane w zakresie wysokich (>10
pN) sit oraz rozpatrujacych wplyw zmian topologii na mechanike DNA.

Druga czes¢ pracy doktorskiej poswiecilem opisowi konstrukcji aparatury,
koncepcji doswiadczenia i prezentacji uzyskanych wynikéw. Pomiary prze-
prowadzono za pomoca dwdoch instrumentéw. Pierwszy zostal zbudowany
przeze mnie pod kierunkiem prof. Piotra Marszaltka podczas rocznego stazu
w Duke University w Durham (USA). Posiadal on konstrukcje mechaniczna
wykonanag w Adaptive Systems and Structures Lab z Center for Biologically
Inspired Materials (Duke University) i wykorzystywal glowice komercyjnego
mikroskopu sit atomowych. Drugi instrument wykonatem od podstaw w
Zespole Biofizyki Doswiadczalnej w Zakladzie Biofizyki i Fizyki Medycznej
Instytutu Fizyki Uniwersytetu Mikotaja Kopernika. Ich konstrukcje i wy-
korzystanie w eksperymencie opisano w Rozdziale 5. Uzyskane za pomocg
obu instrumentéw wyniki jak rowniez koncepcje samego eksperymentu i jego
przygotowanie opisano w Rozdziale 6. Zaprezentowane zostaly w nim typy
krzywych, ktore nie zostaly wlaczone do analizy, a takze rozwazono rézne
mozliwosci podczepienia plazmidu do ostrza mikrobelki i krzywe sitowe, ktére
w efekcie powstaja. Zestawiono takze dane uzyskane z probek plazmidowych
i kontrolnych oraz poré6wnano w celu wylonienia tych, w ktorych dochodzi do
deformacji struktury superhelikalnej. Opisano takze hipoteze, wyjasniajaca

obecnosé dodatkowej sity przejscia OS, obserwowanej w wylonionej grupie
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krzywych jako efekt oddzialywan w zaciskajacej sie superhelisie i poréwnano

z danymi literaturowymi pochodzacymi z pomiaréw makroskopowych.
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Podstawy teoretyczne



1. Zarys budowy 1 wlasciwos$ci
fizyko-chemicznych DNA

1.1. Struktura DNA

DNA (kwas dezoksyrybonukleinowy) stanowi nosnik materiatu genetycz-
nego - w jego niciach zapisane sa informacje opisujace jak powinny by¢ zbu-
dowane bialtka, gtéwny budulec organizmu. W DNA mozemy wyznaczyé
dwa postawowe elementy: zasady azotowe, ktorych specyficzna sekwencja
umozliwia zapis informacji i fosforanowo - cukrowy tancuch , petniacy role
rusztowania, do ktorego sa one przymocowane (Rys 1.1). Utworzona w ten
sposob ni¢ DNA posiada okreslona kierunkowo$¢ - na jednym koncu tan-
cucha fosforanowo - cukrowego jest grupa 5’-hydroksylowa, na drugim za$
3’-fosforanowa. Wyrozniamy cztery zasady azotowe: adenine (A), tymine
(T), guanine (G) i cytozyne (C). Moga one laczy¢ sie miedzy soba tylko w
komplementarne pary zasadowe (base pairs - bp): A-T i G-C. Zatem dwie
jednoniciowe (single stranded DNA - ssDNA) czasteczki DNA moga utworzy¢
dwuniciowy dupleks DNA (double stranded DNA - dsDNA), jesli posiadaja
komplementarna wzgledem siebie sekwencje. Nici te sa skierowane antyrow-
nolegle, tak ze na jednym koncu znajdujg sie grupy 5’3, za$ na drugim 3’5’
Powstaje zatem uklad dwoéch powigzanych ze soba polimeréow, nie ograni-
czony w zaden sposob co do swojej maksymalnej dtugosci (najdtuzszy znany
genom posiada 1.3x10par zasad, czyli nieco ponad 44 metry). Wigza-
nia miedzy parami zasadowymi sg wodorowe i tym samym posiadaja nizsza
energig (1.6 —7.2x1072° J = 16 — 72pN -nm = 4 — 18 kgT) od wigzan kowa-
lencyjnych (4—8x1071? J = 400 — 800 pN - nm = 100 — 200 kgT) w taricuchu
fosforanowo - cukrowym. Mimo, ze pojedyncze wigzanie wodorowe moze by¢
tatwo zerwane w wyniku ruchéw termicznych, to réwnolegle zastosowanie
wielu takich wigzani pozwala na utworzenie stabilnego kompleksu dwoch nici.
Jednoczesnie jednak, jesli wiazania te zrywane beda pojedynczo, jedno po

drugim, to mozliwa jest tatwa denaturacja dsDNA (czyli jego rozdzielenie na
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dwie molekuty ssDNA) bez grozby przerwania taiicucha molekuly. Budowa
taka umozliwia tatwe wykonanie kopii informacji zapisanej w sekwencji par
zasadowych. Po denaturacji wystarczy do nici dobudowaé¢ komplementarne
nukleotydy (zasady azotowe polaczone z monomerem fosforanowo - cukro-
wym) i potaczy¢ je ze soba. Uzyskuje sie wowczas dwie molekuty dsDNA
bedace dokladnag kopia tej, ktora zostala podzielona. Proces taki odbywa
sic w przypadku replikacji przy podziale komorki. Informacja o sekwen-
cji biatka moze tez zosta¢ skopiowana do translacyjnego kwasu rybonukle-
inowego (tRNA) i zosta¢ przeniesiona do miejsca jego syntezy (translacja)
|14, 15].

adenina tymina

pojedynczy
nukleotyd

tymina

Rysunek 1.1. Struktura czasteczki DNA. Nukleotydy (A) po potaczeniu formuja
ni¢ DNA, ktora po potaczeniu ze swoim komplementarnym odpowiednikiem for-
muje podwojng helise (B). Zaadaptowane z [16]
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Zasady azotowe i lanicuch fosforanowo - cukrowy charakteryzujg sie rézng
rozpuszczalnoscia w wodzie. Pary zasadowe sa hydrofobowe. Natomiast
reszty fosforanowe ulegaja dysocjacji i tancuch fosforanowo - cukrowy staje
sie ujemnie naladowany i hydrofilowy. Dlatego tez molekuta DNA w wodzie
skreca sie, formujac podwodjna helise [17] i ostaniajac w ten sposob pary
zasadowe przed wodg. Wymuszone jest to ponadto przyciaganiem par zasa-
dowych w wyniku oddziatywan warstwowych. Forme podwdjnej helisy w wa-
runkach fizjologicznych stanowi gtéwnie tzw. forma B-DNA - prawoskretna,
z charakterystyczna mniejsza i wieksza bruzda, w ktorej dtugosé jednej pary
zasadowej wynosi 0.34 nm, dtugosé skoku helisy 10.4 bp i a grubo$¢ helisy 2
nm.

DNA w organizmach zazwyczaj nie stanowi liniowej, swobodnej mole-
kuty. Aby material genetyczny, ktérego dlugos¢ nawet w przypadku prostej
bakterii E.coli siega 1.5 mm, mogl zmiesci¢ sie w 1% objetosci komorki o roz-
miarach 2 pm i by skroci¢ droge, jaka maja do przebycia pracujace na nim en-
zymy, konieczne jest jego geste upakowanie. Dokonuje sie to poprzez zmiane
topologii DNA wskutek jego zwijania wokol wyspecjalizowanych bialek - hi-
stonéw i skrecanie. Dochodzi woéwcezas do odksztatcenia molekut. Zblizaja
sie do siebie takze ich fragmenty, rosnie wiec tez ich wzajemne oddzialywanie
wynikajgce z tadunku laricucha fosforanowo-cukrowego [18|. Zagadnienia te

omoéwione sa w kolejnych podrozdziatach.

1.2. Topologia DNA

Dwuniciowa forma DNA implikuje mozliwosé¢ jego skrecania, co Watson i
Crick zasugerowali w krotki czas po odkryciu jego struktury [19]. Jesli tylko
oba konce dupleksu sg unieruchomione, to bedzie on mogt ulegaé skreceniu.
Jednak w przypadku, gdy jedna z nici ulegnie przecieciu, to wprowadzone do
dupleksu skrecenie ulega¢ moze relaksacji poprzez rotacje wiazan w tancuchu
fosforanowo-cukrowym. Ponadto, forma podwojnej helisy B-DNA zaktada
obecnosé¢ jednego skrecenia na kazde 10.4 par zasadowych. Zatem proces re-
plikacji, wymagajacy rozplecenia fragmentu DNA prowadzi¢ musi do powsta-
wania skrecei w pozostalym fragmencie DNA. Skrecenie takie bedzie zgodne
(dodatnie) z prawoskretnym kierunkiem zwojow DNA, powodujac jego zaci-
skanie natomiast wymuszenie skrecenia o kierunku przeciwnym (ujemnego)
prowadzi¢ bedzie do rozluzniania podwojnej helisy.

7 doswiadczenia codziennego wiemy, ze naprezenie powstate w wyniku

skrecenia sznura od stuchawki telefonicznej prowadzi do uformowania na nim
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Rysunek 1.2. Organizacja materialu genetycznego u Prokariota (A) i Eukariota

(B). Prokariota wykorzystuja wielokrotne plektonemy i proste rusztowanie bial-

kowe, podczas gdy Eukariota organizuja swoje DNA w formie wielokrotnych sole-
noidow, stabilizowanych przez biatka histonowe. Zaadaptowane z [20].

owijajacej sie wokol siebie petli nazywanej plektonemem. Takie zjawisko w
przypadku DNA odkryte zostalo w wyniku prac nad genomem poliomawiru-
sow, ktorych material genetyczny okazal sie by¢ zamkniety w formie kolistej
[21]. Badania z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej i elektroforezy wy-
kazaly, ze jego helisa posiada skrecenie wicksze niz odpowiadajace formie
B-DNA - jest superskrecony. W wyniku tego molekuta wielokrotnie oplata
sie wokot siebie, formujac podwojny plektonem. Zamknieta forma kolista
uniemozliwia jego relaksacje, o ile nie dojdzie do przeciecia jednej z nici DNA.
Mamy zatem do czynienia z utworzeniem helisy przez helisy, czyli strukturg
superhelikalng [22]. Poza wirusami material genetyczny w formie kolistej i
superhelikalnej wystepuje takze u Prokariota (Rys. 1.2A). W szczego6lnosei,
forme taka posiadaja plazmidy, czyli krotkie fragmenty DNA pozachromo-
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somalnego, ktore moze byé¢ przekazywane miedzy komoérkami bakteryjnymi
(Rys. 1.3). Plazmidy umozliwiaja tym samym przenoszenie genow istotnych

dla przetrwania bakterii, jak np. kodujacych opornosé na antybiotyki [15].

R

Rysunek 1.3. Koliste plazmidy z réznym stopniem skrecenia. Zaadaptowane z [23]

Inna forma struktury superhelikalnej obok plektonemu jest solenoid, czyli
spirala. Taka forme przybiera material genetyczny w organizmach eukario-
tycznych (Rys. 1.2B). Do utrzymania solenoidu, wiazacego sie ze znacznym
zgieciem DNA Eukariota muszg wykorzystac liczne bialka histonowe, tworzac
w efekcie strukture zwana chromatyng. Struktura superhelikalna pelni zatem
istotng funkcje, umozliwiajac upakowanie materiatlu genetycznego w niewiel-
kiej objetosci chromosomu bakteryjnego lub jadra komoérkowego. Ponadto
superskrecone i zamkniete DNA jest odporne na denaturacje, przy czym
jednoczesnie jego ujemne skrecenie utatwia lokalne rozplecenia wykonywane
przez enzymy.

[losciowo topologie superhelikalnego DNA opisuje twierdzenie Calugare-
anu - White’a - Fullera (Rys. 1.4) [24, 25]:

Wr+Tw = Lk (1.1)

gdzie Wr to liczba zwojow (number of writhes), mowiaca ile razy cala cza-
steczka przeplata sie sama ze sobg poprzez plektonem albo solenoid (liczba
skrzyzowan osi helisy), Tw jest liczba skretow (number of twists) ktorym
poddana zostata czasteczka (liczba skrzyzowan nici), natomiast Lk jest liczba
opleceni (linking number) jednej nici wzgledem drugiej, ktore wytworzytyby
sie gdyby doszto do denaturacji (catkowita liczba wszystkich skrzyzowarn). Lk
pozostaje stata jesli topologia molekuty jest ograniczona poprzez uniemozli-
wienie rotacji jej konicow. Przy stalej liczbie oplecen zmienia¢ sie moga jednak
wartosci liczb Lk i Tw. Liniowe DNA posiada naturalng liczbe skretow Tw
rowna liczbie par zasadowych n podzielonej przez dlugos¢ jednego skoku he-
lisy, ktory dla B-DNA wynosi 10.4 bp : Twy = n/10.4. Jego Wry = 0, czyli
Twg = Lky. Dopiero wprowadzenie jednokrotnego skrecenia przeciwnego do

kierunku zwojow (-1 Tw) spowoduje powstanie jednokrotnego oplecenia (-1
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Rysunek 1.4. Graficzna prezentacja twierdzenia Calugareanu - White’a - Fullera
za pomoca dwubarwnej wstegi. Liczba oplecen Lk po wprowadzeniu skrecenia Wr
pozostaje stala, natomiast samo skrecenie moze by¢ kompensowane przez tworzenie
zwojow. W zaleznosci od kierunku skrecenia wszystkie liczby przybieraé¢ beda war-
tosci dodatnie (prawoskretne) lub ujemne (lewoskretne) (A). Liczbe oplecenn Lk mo-
zemy zdefiniowaé jako liczbe potaczen, jakie powstana na wstedze po jej skreceniu
i wzdtuznym przecieciu (B). Poniewaz liczba zwojow Wr okresla liczbe przeplotow
wstegi wzgledem samej siebie, to solenoid, stanowiacy szeregowe ustawienie petli
i plektonem, bedacy w istocie wielokrotna petla sg réwnowazne wzgledem siebie
(C). Zaadaptowane z [18, 2]

Wr) lub, jesli jest to niemozliwe, dojdzie do rozwiniecia podwojnej helisy
|2, 25]. Superskrecenie mozemy zdefiniowaé zatem jako przyrost lub ubytek
Lk wzgledem Lko: ALk = Lk — Lkg = Tw + Wr — Twy = ATw + Wr.

Stopien superskrecenia o stanowi¢ zatem bedzie

ALEk B ATw +Wr
Lky Lk,

Typowa wartos¢ o dla ujemnie superskreconego plazmidu bakteryjnego

(1.2)

g =

wynosi 0 = —0.06.

Topologia materiatu genetycznego nie jest jednak stala, poniewaz podczas
procesow transkrypcji, translacji i replikacji dochodzi do rozdzielenia nici, co
prowadzi¢ tym samym do zmiany liczby skrecen Tw. Zmiana taka musi

powodowac zwiekszenie liczby oplecen Wr i powstanie plektonemu. Kumu-
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lacja takich plektonemoéw prowadzitaby nieuchronnie do splatania materiatu
genetycznego i $mierci komorki. W celu regulacji topologii DNA zaréwno
u Prokariota jak i Eukariota istnieje osobna grupa enzymoéw, nazywana to-
poizomerazami, odpowiedzialna wylacznie za modyfikowanie topologii DNA.
Enzymy te, poprzez nacinanie nici i kontrolowana rotacje wigzan w tancuchu
fosforanowo - cukrowym (topoizomerazy I, +1Lk) oraz przewlekanie przez
obuniciowe ciecia petli (topoizomerazy 11, £2Lk) zwiekszaja lub zmniejszaja
skrecenie materiatlu genetycznego, korzystajac z energii odksztalcenia DNA
lub ATP. Kazde widetki replikacji, wprowadzajace do materiatu genetycznego
dodatnie skrecenie poprzez rozplatanie nici, poprzedzone sg topoizomerazg
IT, ktora skreca ujemnie DNA, zapobiegajac tym samym powstawaniu plek-

tonemow |2].

1.3. Oddzialywania miedzy molekutami DNA

Poniewaz podwdjna helisa B-DNA posiada srednice 2 nm, to poprzez for-
mowanie opisanych powyzej topologicznych struktur mozliwa powinna by¢
kondensacja materialu genetycznego w stopniu umozliwiajgcym zblizenie sa-
siadujacych ze soba fragmentow na taka sama odleglo$¢ miedzy osiami helis.
Jednak dysocjacja fosforanéw z taricucha fosforanowo-cukrowego powoduje,
ze gestosé tadunku na powierzchni DNA w roztworze wodnym siega 1€ na
kazde 0.17 nm dtugosci, co czyni z niego jeden z najsilniej natadowanych
polimeréw w naturze. W wyniku tego molekuty DNA bedg sie silnie odpy-
cha¢, co stanowi znaczace ograniczenie w kondensacji DNA. Oddzialywanie
to moze by¢ jednak modyfikowane przez znajdujace sie w roztworze jony. W
przypadku jonéw monowalencyjnych, takich jak Nat, dochodzi do ekranowa-
nia tadunku fosforanow, co ostabia wzajemne odpychanie nici lub dupleksow
DNA. Sytuacja taka zachodzi w przypadku warunkoéw fizjologicznych, gdzie
obecno$é¢ jondéw umozliwia stabilno$é¢ dupleksu i uformowanie stochastycz-
nego ktebka o $rednicy kilku mikronoéw, jednak przy zblizeniu na odlegtos¢ 1
nm molekuty DNA nadal silnie sie odpychaja [26, 27, 28]. Dla natladowanych
polimeréw znajdujacych sie w roztworze mozna zdefiniowaé¢ tzw. Srednice
efektywna DNA (DNA effective diameter). Odpowiada ona miedzyosiowe;
odleglosci, na ktora moga zblizyé¢ sie molekuty i stanowi faktyczna srednice
polimeru w roztworze. Badania z wykorzystaniem réznych metod do$wiad-
czalnych (Rys. 1.5) i symulacje wykazaly, ze efektywna srednica DNA moze,
w zaleznosci od stezenia jonéw, by¢ zblizona do faktycznej srednicy lub tez

przewyzszac ja nawet dziesieciokrotnie.
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Rysunek 1.5. Zaleznogé efektywnej érednicy DNA od stezenia molowego jonow

Natwyznaczona za pomoca roznych metod. Krzywa uzyskana z rozwazan teo-

retycznych [29], punkty doswiadczalne z pomiaréw z wykorzystaniem sedymentacji

0 [30] oraz badan topologii weztéw w kolistym DNA( o [31] i A [32]). Zaadaptowane
z |2].

Mimo wzajemnego odpychania Kulombowskiego, DNA jest silnie skon-
densowane zaréwno w chromosomach, jak i w kapsydach wirusow. Obecnosé
jonow multiwalencyjnych o tadunku rownym lub wiekszym niz 3+ (najcze-
Sciej spermidynat | spermina’t i Co(NHj3)5*T) prowadzi do zaskakujacego i
sprzecznego z intuicjg wytworzenia silnego przyciggania miedzy dupleksami
|33, 34]. W efekcie dochodzi do kolapsu i uformowania regularnej, toroidalne;
struktury uporzadkowanego DNA, w ktorej odlegtoéci pomiedzy helisami nie
przekraczaja rozmiaréw pojedynczej molekuly wody [35, 36]. Przyciaganie
to pojawia sie na skutek fluktuacji warstwy multiwalencyjnych jonéw znajdu-
jacych sie w otoczeniu polimeru, co umozliwia powstanie przyciagania nawet
miedzy jednakowo spolaryzowanymi i silnie natadowanymi makromolekutami
[34].

Glownym narzedziem stosowanym do ilo$ciowych badan oddziatywan mie-
dzy helisami DNA jest metoda ci$nienia osmotycznego (osmotic stress) [38|.
W metodzie tej do roztworu zawierajacego DNA wprowadza sie dodatkowy
neutralny polimer, np poli(tlenek etylenu) (PEG). Po ustaleniu stanu row-
nowagi osmotycznej kapsutka DNA jest otoczona przez faze polimeru, ktéra
wywiera na nig ci$nienie osmotyczne. Cisnienie to mozna regulowac przez ste-
zenie polimeru, a dla danej jego warto$ci mozna wyznaczy¢ odlegtosé miedzy

dupleksami DNA poprzez rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego na
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Rysunek 1.6. Krzywe zmian sity na jednostke dlugosci DNA wzgledem miedzy-
osiowe]j odlegtosci dwdch dupleksow. Krzywe zmierzone dla réznych stezen NaCl
w roztworze: A 0.1M, O 0.5M, o 1M. Zaadaptowane z [37].

ciektym krysztale, ktory tworza réwnolegle uporzadkowane molekuty DNA.
Pozwala uzyskaé¢ to krzywe zaleznosci cisnienia osmotycznego 11,4, od odle-
glosci miedzyosiowej miedzy helisami d [39, 40, 41].

Wrykorzystujac wartos¢ ci$nienia osmotycznego Il dla danej odleglosci
miedzyosiowej d mozna wyznaczy¢ site na jednostke dtugosci DNA f(d)
dzialajaca miedzy sasiadujacymi parami molekul, oddalonymi o odlegtosé

miedzyosiowa d [39] i ustawionymi heksagonalnie:

HOSm d
V3
Krzywe log(f(d)) uzyskane dla roznych roztworéw przedstawiono na Rys.
1.6.

Podczas wymuszania kondensacji zaobserwowano wystepowanie odpycha-

fld) =

(1.3)

nia kulombowskiego, stabnacego wraz z rosnagcym stezeniem jonéw monowa-
lencyjnych. Odpychanie to przy odlegtosciach miedzy osiami mniejszymi od
ok. 3 nm przestaje jednak wykazywaé¢ zalezno$¢ od obecnosci jonoéw, co

sugeruje, ze pojawia sie wowczas dodatkowe oddziatywanie nie bedace od-
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dziatywaniem kulombowskim. Jako hipotetyczne zrodto tego oddziatywania
wskazano naktadanie sie i deformacje powlok solwatacyjnych wokot duplek-
sow 1 nazwano je oddzialywaniem hydracyjnym (hydration repulsion). W
pozniejszych pracach technika ci$nienia osmotycznego wykorzystana zostata
rowniez do wyznaczenia krzywych f(d) kondensacji DNA w obecnosci jonow

multiwalencyjnych [42, 36].

1.4. Wlasciwosci mechaniczne DN A

Wtasciwosci mechaniczne DNA odgrywaja znaczaca role w organizacji
materiatu genetycznego w komorkach i wirusach, jak rowniez w kluczowych
procesach takich jak replikacja, transkrypcja, rekombinacja i naprawa jego
uszkodzen [1]. DNA, tak jak kazdy polimer znajdujacy sie w roztworze,
tworzy w wyniku ruchéw termicznych nieuporzadkowany klebek, ktory do-
datkowo nieustannie zmienia swoj ksztatt. Jesli zatem polimer taki ulega
rozcigganiu, to najpierw dojs¢ musi do rozwiniecia ktebka. Poniewaz jednak
oznaczaé¢ to bedzie wzrost uporzagdkowania polimeru poprzez ograniczenie
liczby jego mozliwych konformacji, to procesowi temu bedzie przeciwdziata¢
entropia. Dopiero po jego rozprostowaniu sita bedzie mogta oddziatywac¢ na
wigzania wewnatrz polimeru, prowadzac do deformacji jego struktury we-
wnetrznej lub zrywania wigzan. Zatem mamy do czynienia z dwoma rodza-
jami sprezystosci polimeru - sprezystoscia entropowa dla matych wydtuzen
oraz sprezystosdcig entalpiczng, gdy zachodzi rozcigganie samego polimeru.
Takg sprezystosé, inng niz opisywang prawem Hooke’a sprezysto$é metali,
wykazuja wszystkie materialy polimerowe.

Aby opisac sprezystos¢ entropowa polimeru konieczne jest stworzenie mo-
delu ktebka polimeru na gruncie fizyki statystycznej. W modelu Kratky
- Poroda [43, 44, 45, 46|, polimer stanowi tancuch N odcinkéw jednako-
wej dtugosci [, nazywanych odcinkami Kuhna. Odcinki te sczepione sg ze
sobg ztaczami, ktore moga sie swobodnie zgina¢ w kazdym kierunku i pod
kazdym katem. Konformacja takiego polimeru stanowi¢ bedzie bladzenie
przypadkowe, gdzie kazdy krok dlugosci [ ustawiony bedzie w przypadko-
wym kierunku okreslonym przez jednostkowy wektor #;, skierowanym pod
katem [; wzgledem poprzedniego odcinka, niezaleznym od kierunku krokow
poprzedzajacych go i nastepujacych po nim. Dtugos$¢ konturu, czyli catkowita

dhugos¢ polimeru wynosi¢ bedzie wielokrotnosé [

Le=NI (1.4)
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Energia danej konfiguracji tancucha w tym modelu stanowi sume energii
ugiecia wszystkich segmentow, przy zalozeniu, ze sztywno$¢ kazdego odcinka

Kuhna opisuje modutl sprezystosci zginania b:

Exp=—

~|

N b N
=2 =2

Sztywno$¢ polimeru w modelu takim mozna iloSciowo zdefiniowaé poprzez
parametr dtugosci persystentnej (persistence length). Poniewaz na skutek
ruchow termicznych polimer bedzie podlegat ugieciom, ktorych wartosé be-
dzie zalezna od jego sztywnosci, miare sztywnosci stanowi¢ bedzie dtugosé

persystentna [,, na jakiej polimer jest w stanie utrzymac¢ dany kierunek:

e e G (16)

lp

Dla [ |i — j| mniejszego lub zblizonego do [, kat § bedzie mial mata war-
tos¢, a fragmenty taricucha beda mialy podobny kierunek. Jednak dla dtuz-
szych fragmentow polimeru, przekraczajacych [, kat 8 bedzie mogt przybraé
dowolng warto$¢. Odcinek taki bedzie mial zatem korice skierowane w nie-
zaleznych od siebie kierunkach. Dtugosé persystentna powiaza¢ mozemy z
modutem zginania B calego polimeru, przyjmujac, ze energia ugiecia jed-
norodnej belki o dtugosci [, w tuk o 1 radian (czyli o promieniu /,) wynosi
By/2r?. Przyjmujac, ze ugiecie zachodzi pod wptywem ruchéw termicznych
otrzymamy %k‘BT = B/2l,, czyli l, = B/kpT [47].

Rozmiar entropowego klebka polimeru mozna opisa¢ za pomoca wektora
odlegtosci koricow tancucha R , ktory stanowi sume wektorow I¢;. Poniewaz
jednak w wyniku ruchéw termicznych jego warto$é srednia <ﬁ> = 0, in-
formacje o rozmiarach klebka uzyska¢ mozna jedynie z <ﬁ2> Im wieksze
beda odcinki Kuhna i im wiecej ich bedzie lub tez im wicksza bedzie dtugosé
konturu polimeru, tym wiekszy rozmiar bedzie mial utworzony przez niego

ktebek statystyczny.

N 2
(7 = (zZt}’) — 2Nll, = 2L¢ 1, (1.7)
=1

Pod wplywem przytozonej do polimeru sity rozciagajacej F dojdzie do

jego deformacji i wykonania pracy —F-R. Zatem Exp bedzie mie¢ postac

=z

N
b — — — —
EKP:—Z i:E2ti'ti_1—Flizglti (18)
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Rysunek 1.7. Model taricucha statystycznie niezaleznych elementow - freely jointed
chain (FJC)

N

N
EKp:—é cosﬁi—FlZcosﬁi (1.9)
i=1

¢ =2
Jednym z mozliwych rozwigzan modelu Kratky-Poroda jest model tan-
cucha statystycznie niezaleznych elementow (freely jointed chain - FJC), w
ktorym b = 0, a zatem skladajacego sie ze sztywnych odcinkow, z ugieciami
dopuszczalnymi jedynie na ich potaczeniach (Rys. 1.7). Sztywnos$¢ takiego
polimeru uzalezniona jest zatem wylacznie od dtugosci odcinka Kuhna, a
[ = 2l,. Zatem

<E2> — NI (1.10)
a
N N
Epjo=—F1Y Li=—=F1) cosf; (1.11)
i=1 i=1
Suma statystyczna Z takiego uktadu bedzie mieé¢ postac:
_ErjC
Z =Y e *ar (1.12)
&
Przeprowadzajac catkowanie po liczbie mikrostanéw polimeru [48| otrzy-
mamy:
27T]€BT Fl
Z = inh 1.13
Fl kT (1.13)
Wyznaczajac energie swobodna takiego uktadu E = —kgT log Z, mo-
zemy otrzymac $rednie wydhuzenie (z) = —g—g. Stad
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Rysunek 1.8. Model polimeru Marko-Siggi, w postaci izotropowego sznura - worm
like chain WLC

+(F) = Le [ctgh (/i_lT) _ %} (1.14)

W konfrontacji z do$wiadczeniami wykorzystujacymi spektroskopie me-
chaniczna [49], ktore po raz pierwszy umozliwity bezposredni pomiar wlasci-
wosci mechanicznych pojedynczej czasteczki DNA model FJC okazat si¢ za-
sadny tylko dla poczatkowej fazy rozplatywania entropowego ktebka. Znacz-
nie lepszego opisu dostarcza model Marko-Siggii [50, 51, 44| (worm like chain
- WLC). W modelu tym polimer stanowi izotropowy, jednorodnie uginajacy
sie sznur (Rys. 1.8) o dtugosci konturowej L, czyli w sytuacji, gdy w modelu

Kratky-Poroda przyjmiemy [ — 0:

E L rary’ P
WLC
() as - — d 1.15
keT 2 / (d;> S T | CoP)ds (1.15)
0 0

gdzie s stanowi droge po obwiedni konturu polimeru. Obliczenie w tym

modelu wydtuzenia pod wptywem przylozonej sity jest nietrywialne i w osta-
tecznej postaci podane zostalo przez Marko i Siggie [51].

Srednia odleglog¢ miedzy koricami polimeru w modelu WLC wynosi

ﬁ:/{(s)ds (1.16)
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Rozwiazanie sumy statystycznej dla modelu WLC stanowi:

)
Y SR (1.18)
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Kolejne do$wiadczenia wykazaly bardzo dobra przydatnosé tego modelu

kT

Flz) ==

p

w zakresie sprezysto$ci entropowej. Model FJC dobrze opisuje natomiast
mechanike ssDNA i polisacharydéw, czyli polimerow w ktérych wyrdznié
mozna sztywne fragmenty na podobienstwo odcinkéw Kuhna. Rozszerzenia
zakresu stosowania obu modeli dla zakresu gdzie role odgrywac zaczyna spre-
zystos¢ entalpiczna dokonano wprowadzajac modut sprezystosci rozciggania
odcinka Kuhna s lub modul sprezystoéci rozciggania polimeru na jednostke

jego diugosci & w modelu WLC:

F1\ kgT F
F)=1L h(— ) =2 (1+= 1.1
o) = te fon () = (0) o
kT |1 y F\? z 1 F
F(x) = L 71<1_L_c+6) +7-71"% (1.20)

Rozszerzony model WLC (eWLC) mozna podda¢ znacznemu uproszcze-
niu [52, 53| przy dopasowaniach w zakresie duzych (>9pN) sit, gdzie dominuje

sprezysto$¢ entalpiczna:

(1.21)

Zaréwno za pomoca pomiarow w makroskali (rozpraszanie §wiatla [54],
dichroizm przeptywoéw [55], ligacja pojedyncza [56] oraz wymuszone polem
elektrycznym zmiany dwojtomnoscei [57] i dichroizmu [58]), jak i dla poje-
dynezych molekut z wykorzystaniem spektroskopii mechanicznej (Rozdzial
4) oraz mikroskopii sitl atomowych [59] i krioelektronowej [60] oszacowano
wartosé dhugosci persystentnej DNA na ok. 50 nm. Stosujac proste analo-
gie, mozna wyznaczy¢ modul sprezystosci molekulty DNA. Jesli przyjmiemy,
ze DNA stanowi jednorodny pret o promieniu » = 1nm i module zginania
B =50nm - kT, to jego modul Younga wyniesie 4B /mr* = 300 MPa. Zbli-
zong warto$¢ modulu Younga posiada pleksiglas, DNA stanowi zatem bardzo
sztywny polimer. Jest to jednak zrozumiate, jesli weZmiemy pod uwage, jak
duza gestos¢ tadunku wystepuje na jego powierzchni i jak silne w zwiazku z

tym jest odpychanie miedzy fragmentami tego polimeru [47].



2. Budowa 1 zasada dzialania

mikroskopu sil atomowych

Mikroskop sil atomowych (Atomic Force Microscope - AFM) zostal 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 sonda skanujaca.

ST i

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

Zasadnicza czescia AFM jest sprezysta mikrobelka (Rys. 2.1) o rozmiarze
z zakresu 10-300 pm, wykonana z krzemu lub azotku krzemu i zakornczona
ostrzem w formie piramidki z wierzchotkiem o promieniu ok. 20 nm. Moze
mie¢ r6zne rozmiary, ksztalty, oraz stale sprezystosci, w zaleznosci od za-
stosowan, do ktorych jest przeznaczona. Mikrobelka jest przesuwana po po-
wierzchni probki za pomocg przetwornika piezoelektrycznego. Pod wplywem

oddzialywan z nieréwno$ciami powierzchni mikrobelka odgina sie od potoze-
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nia rownowagi, a poprzez skanowanie rastrowe i monitorowanie wartosci tego
odchylenia uzyskuje sie obraz topografii probki.

Mozna wyr6zni¢ dwa podstawowe tryby obrazowania AFM - tryb sta-
tyczny i tryb dynamiczny. W przypadku bardzo ptaskich probek (np. obrazo-
wanie sieci krystaliczne]) skaner moze utrzymywacé stata wysokos¢ i wytacznie
ugiecie mikrobelki dostarcza informacji o topografii probki (tryb kontaktowy
statej wysokosci). W wiekszosci przypadkow wykorzystywana jest jednak
petla sprzezenia zwrotnego, ktora pozwala utrzymywaé staly nacisk mikro-
belki na podltoze podczas skanowania, a informacji o topografii dostarcza
ruch pionowy skanera, ktory wodzi po powierzchni probki. W trybie dyna-
micznym mikrobelka pobudzana jest do drgan przez dodatkowy przetwornik
piezoelektryczny (lub, w niektorych wersjach, pole magnetyczne), a informa-
cji o badanej powierzchni dostarczaja zmiany amplitudy i fazy tych drgan
zachodzace pod wplywem oddzialywan ostrza z probky. AFM, w przeciwien-
stwie do mikroskopu elektronowego i tunelowego, moze obrazowaé prébki nie
przewodzace pradu, jak réwniez pracowac¢ w srodowisku ciektym. Ponadto, w
trybie dynamicznym, oddzialywanie ostrza z probka moze by¢ bardzo ogra-
niczone, co umozliwia obrazowanie nawet bardzo delikatnych probek. Cechy
te sprawiaja, ze instrument ten znakomicie nadaje si¢ do obrazowania probek

biologicznych in vitro, w $rodowisku zblizonym do zywego organizmu.

FOTODIODA
CZTEROSEKCYJNA

Mikrobelka

Rysunek 2.2. Schemat dziatania mikroskopu sit atomowych z optyczna detekcja
ugiecia mikobelki

Glowna metoda stosowang obecnie do detekeji odchylenia mikrobelki jest

metoda optyczna (optical lever detection method) |63, 64, 65|, zblizona za-
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sada dzialania do wagi skreceri Cavendisha (Rys. 2.2). Kraniec mikrobelki
pokryty odblaskowa warstwa ztota jest o$wietlany zogniskowang wiazka lase-
rowa. Wiazka ta po odbiciu kierowana jest do detektora potozenia, majgcego
zwykle posta¢ fotodiody czterosekcyjnej. Prady z poszczegédlnych kwadran-

tow, po przetworzeniu na sygnaly napieciowe poddane zostaja prostej aryt-

(Ua+Up)—(Uc+Up)
Us+Up+Uc+Up

pionowa zmiane potozenia plamki lasera na powierzchni fotodiody niezaleznie

metyce: Uzyskany sygnat z zakresu -10V...10V wyraza
od wahan jasnosci lasera.

Stosowanie tej metody zwiazane jest jednak z pewnymi ograniczeniami.
Liniowa zalezno$¢ miedzy sygnalem napieciowym, a odksztalceniem mikro-
belki nie jest spetniona dla duzego jej ugiecia. Nieliniowos¢ pojawia sie jednak
dopiero przy wychyleniach odpowiadajacych sitom rzedu 10 nN. Ponadto w
uktadach tych spotkaé¢ sie mozemy z problemem interferencji. Probki o btysz-
czacej powierzchni, takie jak napylone metale moga odbija¢ promien lasera.
W sytuacji, gdy laser ustawiony jest prostopadle do powierzchni probki dojsé
moze zatem do interferencji promienia odbitego z promieniem padajacym.
Srodkiem zaradczym jest stosowanie laseréw niskospojnych lub jasnych diod
luminescencyjnych. Korzystne jest rowniez odchylenie promienia pod nie-
wielkim katem wzgledem normalnej do powierzchni probki, poniewaz wow-
czas skroceniu ulegnie obszar w ktorym doj$¢ moze do interferencji wiazek.
Sytuacje poprawia takze ogniskowanie lasera, tak by jak najmniej Swiatta
wydostawalo sie¢ poza krawedz mikrobelki.

Intuicja podpowiada, by podobnie jak w przypadku wagi skrecen od-
bity promien przebyt jak najdtuzsza droge, zwickszajac tym samym czutosé
instrumentu. Pamieta¢ jednak nalezy, ze Swiatto lasera musi zostaé zogni-
skowane na niewielkim kraricu mikrobelki do plamki o rozmiarach kilkudzie-
sieciu, a nawet kilku mikrometrow. W efekcie odbita wiazka jest rozbiezna i
przesadne zwiekszenie jej dtugosci moze spowodowaé, ze plamka zajmie caly
powierzchnie fotodiody czterosekcyjnej, zmniejszajac tym samym, zamiast
zwiekszaé, czutoéé. Ponadto fluktuacje powietrza, ktore sa tym bardziej za-
uwazalne, im dtuzsza jest droga optyczna, zwickszaja szum instrumentu.

Wsrod metod detekeji ugiecia mikrobelki AFM, takich jak interferometria
|66], czujniki piezorezystywne [67] i pojemnosciowe [68]|, metoda optyczna
charakteryzuje sie prostota oraz bardzo dobra czuloscia i z powodoéw tych
jest najczeSciej stosowana.

Drugim kluczowym elementem konstrukeji kazdego AFM jest przetwornik
piezoelektryczny, ktory pozwala na przesuwanie mikrobelki wzgledem probki.

Poprzez wykorzystanie odwrotnego zjawiska piezoelektrycznego umozliwia on
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wykonywanie kontrolowanych przesunie¢ rzedu utamkow nanometra. Mate-
riat piezoelektryczny o statej odksztatcenia piezoelektrycznego v, dtugosci z
i grubosci h pod wptywem przyltozonego napiecia U wydtuzy sie o Az:

% = % (2.1)

Ta liniowa zalezno$¢ spetniona jest jednak jedynie dla niewielkich wydtu-
zen. Nieliniowos¢, wynikajaca z histerezy piezoelektryka mozna ograniczy¢
poprzez potaczenie przetwornika ze skalibrowanym sensorem wydhtuzenia i
umieszczajac uktad w petli sprzezenia zwrotnego (closed loop), ktora kory-
guje przylozone napiecie i umozliwia utrzymanie przez przetwornik zadanego
wydluzenia. Cena za tak uzyskana linearyzacje jest jednak zwiekszony szum,
wprowadzany przez kontroler sprzezenia zwrotnego. Przy obrazowaniu ma-
tych obszaréw, gdzie przesuniecia i tym samym nieliniowo$ci przetwornikow
piezoelektrycznych sa niewielkie, a szumy moga znacznie obnizy¢ jako$¢ uzy-
skanych obrazow skanowanie dokonywane jest w otwartej petli sprzezenia
zwrotnego (open loop).

Przetworniki piezoelektryczne stosowane w mikroskopii sond skanujacych
majg rozne formy. Klasyczny skaner ma postaé ceramicznej rury o meta-
lizowanych powierzchniach, przy czym warstwa pokrywajgca powierzchnie
zewnetrzna podzielona jest na cztery czesci (Rys. 2.3 A). Jesli do wszyst-
kich czterech sekcji zewnetrznej elektrody przyltozone zostanie identyczne na-
piecie, to wowczas dojdzie do wydluzenia calego skanera. Natomiast, jesli
napiecie przytozone do jednej sekcji bedzie mniejsze, to wowczas dojdzie do
zgiecia przetwornika w kierunku tej sekcji. Wada tego rodzaju przetwor-
nikéw jest duza nieliniowosé ich wydluzenia i ruch przesuwanej probki po
powierzchni sfery prowadzacy do znieksztatcei w uzyskanym obrazie AFM.
Coraz czesciej w mikroskopach skanujacych wykorzystuje sie przetworniki
w postaci piezostosu, gdzie elementy piezoelektryczne utozone sa rownolegle
(Rys. 2.3.B). Przetworniki takie wprawdzie wykonuja ruch tylko w jednej osi,
jednak po umieszczeniu w oprawie sprezynujacej (flezure stage) (Rys. 2.3 C)
mozliwe jest wykonywanie ruchu skanujacego. Dzieki temu mozliwe jest ska-
nowanie nawet duzych powierzchni bez znaczacych odchylen od ptaszczyzny
ruchu i jego catkowite rozdzielenie z ruchem pionowym, wykonywanym przez
trzeci piezostos. Ten rodzaj przetwornikow posiada ponadto, w poréwnaniu
z przetwornikami rurowymi, lepszg charakterystyke dynamiczna, jak rowniez

mniejsza nieliniowosc¢.
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Rysunek 2.3. Elementy piezoelektryczne stosowane w mikroskopii sit atomowych.
Skaner rurkowy (A), piezostos (B) i piezostos zamontowany w oprawie sprezynu-

jacej (C),

Dodatkowy przetwornik piezoelektryczny o bardzo niewielkich rozmiarach
stuzy w dynamicznym trybie obrazowania do wzbudzania drgan mikrobelki.
Kontroler skanera znajduje sie w zamknietej petli sprzezenia zwrotnego z sys-
temem detekcji wychylenia mikrobelki, przez co mozliwe jest utrzymywanie
stalego oddzialywania z probka w czasie skanowania.

Poniewaz w mikroskopii AFM dochodzi do pomiaru niezwykle matych sit,
pomiary moga zosta¢ tatwo zaburzone przez drgania i halas. Aby zminima-
lizowaé ich wplyw stosuje sie izolacje antywibracyjna i akustyczng oraz pro-
jektuje sie konstrukcje no$ng mikroskopu tak, by jej drgania w jak najmniej-
szym stopniu zaburzaly ruch mikrobelki. W konstrukeji mikroskopu definiuje
sie tzw. petle mechaniczng, zawierajaca przetwornik piezoelektryczny oraz
konstrukcje no$na mikroskopu i taczaca mikrobelke z podlozem [69]. Aby
przesunaé czestotliwosé rezonansowa drgan wtasnych takiej petli ku wysokim
wartosciom, co uniemozliwi jej wzbudzanie przez drgania gruntu, petla taka
powinna by¢ jak najsztywniejsza i najlzejsza. Podobne zalety ma stosowanie
jak najmniejszych mikrobelek, jednak nie zawsze moga by¢ one wykorzystane
z racji ograniczen w ogniskowaniu plamki lasera w glowicach instrumentow
komercyjnych. Ponadto material, z ktérego wykonany jest AFM powinien
mie¢ mata rozszerzalno$c¢ cieplng. W celu izolacji od drgan stosuje sie uktady
duzej masy na elastycznym zawieszeniu lub poduszce powietrznej, tworzace

oscylator o czestosci wlasnej rzedu kilku Hz, na ktérym umieszczony zostaje
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instrument. Dodatkowo, w celu ochrony przed drganiami wysokich czestotli-
wosci stosuje sie podktadki z gumy i silikonu.

W odroéznieniu od innych metod obrazowania, mikroskopia sond skanuja-
cych umozliwia nie tylko obrazowanie probek, ale rowniez manipulacje nimi.
Najwieksze mozliwoéci posiada AFM, umozliwiajac skrawanie powierzchni
(nanolitografia) lub przesuwanie znajdujacych sie na niej obiektow [70]. Mi-
krobelki AFM, jako sprezyny plaskie mogg by¢ wykorzystane w charakterze
dynamometréw, umozliwiajagc tym samym nie tylko odksztalcenie mikro i
nanoobiektow, ale rowniez jednoczesny pomiar silty, z jaka to odksztatcenie
zostalo wykonane. Ten tryb pomiarowy, znany jako spektroskopia mecha-
niczna AFM (AFM force spectroscopy) szczegblowo omowiony jest w nastep-

nym rozdziale.



3. Spektroskopia mechaniczna

pojedynczych molekul

3.1. Ogdlny opis metody

W latach 90 XX wieku pojawity sie pierwsze metody, umozliwiajace ma-
nipulacje mikro i nanoobiektami, potaczong z jednoczesnym pomiarem sity
|8]. W klasycznych metodach makroskopowych badan polimeréw obserwowac
mozna tylko zmiany zachodzace w populacji bardzo wielu molekut, ktore do-
datkowo niejednokrotnie sa wzajemnie powiagzane i formuja sie¢. Tym samym
nie wszystkie zjawiska moga zosta¢ zaobserwowane, poniewaz w probce do-
chodzi do uéredniania milionéw zdarzen. Dopiero zastosowanie malych sond
sitowych pozwolito na test tych teorii dla pojedynczych czasteczek. Metody
opisane w tym rozdziale, mimo stosowania sond o rozmiarach mikrometrow,
posiadaja czulos¢ wystarczajaca do obserwacji subtelnych efektéw mecha-
nicznych w pojedynczych makromolekutach. Do gléwnych metod, dostep-
nych komercyjnie naleza putapki optyczne i magnetyczne oraz mikrobelki
AFM. Rzadziej stosowane sa manipulacje z wykorzystaniem mikroigiel oraz
biomembran. Ze wzgledu na tematyke pracy, najwiecej uwagi poswiecimy
mikrobelkom AFM, pozostale metody opisane beda jedynie skrotowo, w celu
petniejszego zrozumienia Rozdziatu.4.

W spektroskopii mechanicznej, niezaleznie od zastosowanej metody, do-
prowadzamy do odksztalcenia badanego obiektu (pojedynczej molekuty poli-
meru), mierzac zarowno wartosc sity jak i stopien odksztatcenia zachodzacego
pod jej wplywem.[71, 72, 8]. Do pomiaru sily wykorzystuje sie niskowymia-
rowe sondy, do ktérych przyczepia sie unieruchomiony na podltozu obiekt.
Jesli taki uktad zostanie poddany dziataniu sity, to odksztatceniu podlega
zaré6wno sonda jak i sam obiekt. Poprzez pomiar odksztalcenia sondy y,
przy jej znanej stalej sprezystosci £ mozemy wyznaczy¢ site rozciggajaca F

korzystajac z prawa Hooke’a:
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F=ky (3.1)

Sity z jakimi bedziemy mieli do czynienia w przypadku makromolekul w
zakresie entropowym beda z zakresu kgT/nm =~ 4pN. Aby mozliwe bylo
wykonywanie pomiaréw tak niewielkich sit konieczne jest stosowanie sond o
rozmiarach mikrometrowych. Niewielki rozmiar sondy powoduje jednak, ze
podlega ona ruchom termicznym. Gesto$¢ widmowa mocy tych drgan S dla

czestotliwo$ci w mozna wyrazié¢ jako:

kgT

Sw)=———"—— 3.2

() 26 (w + we) (3:2)

gdzie 6 = 6mna to opor cieczy o wspotezynniku lepkosci n dla sondy w ksztal-
cie kulki o promieniu a, a czestotliwosé¢ graniczna w, = % .

S1(f)
s(f) A\

Pl

Szum termiczny [nm”2/Hz]

1 10 100 110° 110" 110°

f

Czestotliwosc [Hz]

Rysunek 3.1. Gestosé¢ widmowa mocy szumu termicznego dla réznego rodzaju mi-

krosond. Krzywa S2 pochodzi z sondy o dwukrotnie wickszej statej sprezystosci niz

sonda S, natomiast sonda S1 stawia cieczy dwukrotnie mniejszy opér niz sonda S.

Pomaranczowa przerywana linia pokazuje przyktadowy limit filtru dolnoprzepusto-

wego, zmniejszajacego pole pod krzywymi i tym samym zwigkszajacego stosunek
sygnatu do szumu.

Nieoznaczonos$é¢ odksztalcenia dy? w zakresie czestotliwosci Aw odpo-

wiada polu powierzchni pod wykresem S(w). Mozemy zauwazy¢ (Rys. 3.1),

ze dla czestotliwodci mniejszych niz w, wartos¢ szumu ma stata wartosce 4’“;?—2715

i w tym zakresie

4kgTo
oy? = ;; Aw (3.3)

4kpT 6 Aw
Sy = ‘/BT (3.4)
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Natomiast korzystajac z (3.1) nieoznaczonos¢ sity wyznaczymy jako:

§F = \/4kpT § Aw (3.5)

Aby zwiekszy¢ rozdzielczos¢é pomiarow sitowych nalezy zatem korzystaé
z jak najmniejszych sond, ktore stawiaja cieczy maty opor. Natomiast zasto-
sowanie filtra dolnoprzepustowego pozwala zmniejszy¢ zakres czestotliwosci
Aw i poprawi¢ stosunek sygnatu do szumu |71, 73, §].

Aby mozliwe bylo przylozenie sily do rozciaganego obiektu konieczne jest
jego umocowanie do podtoza i do samej sondy. Przytwierdzenie to moze
mie¢ charakter specyficzny czyli poprzez wiazania elementéw komplementar-
nych (np. ligand-receptor, pary zasadowe DNA). Jeden z tych elementow
przytwierdzany jest do sondy i podtoza, drugi natomiast do rozciaganego
obiektu. Woéwczas zwieksza sie prawdopodobienistwo, ze sonda zwiaze sie z
konkretnym obiektem i podczepienie to wystapi w okreslonym miejscu. Wadg
tego rozwigzania jest ograniczenie sity rozciagajacej obiekt do wytrzymato-
$ci wigzania specyficznego. Ponadto rozciagnieciu ulega wowczas wiecej niz
jeden obiekt i mimo, ze wykorzystuje si¢ zazwyczaj dobrze poznane taczniki,
to ich wklad moze utrudni¢ interpretacje krzywych sitowych. Przy wyko-
rzystaniu AFM mozliwe jest stosowanie powierzchni niemodyfikowanych i
rozcigganie obiektow przyczepionych poprzez wiazania niespecyficzne. Do-
bierajac do tadunku obiektu w roztworze powierzchnie ujemne (mika, szklo)
lub dodatnie (zloto) mozna przyczepi¢ obiekt poprzez adhezje. Dokladna
natura wigzan powstajacych miedzy molekuta a iglta mikrobelki nie zostata
ustalona. Jednak wigzania tego typu wytrzymuja naprezenia nawet kilkuset
pN, nie wymagaja modyfikacji probki i tym samym uzyskane krzywe sitowe
odzwierciedlaja wylacznie odksztatcenie obiektow jednego rodzaju.

W badaniach mechaniki pojedynczych molekut wiekszos¢ eksperymentow
polega na monitorowaniu zmian silty podczas rozciggania obiektu do zadanej
dtugosci. W putapkach magnetycznych [8] oraz przy zastosowaniu cyfrowych
kontrolerow PID, rowniez w przypadku sond AFM [74] i putapek optycznych
[75] mozliwe jest odwrocenie sytuacji, czyli utrzymywanie stalej sity oddzia-
lujacej na obiekt i monitorowanie jego wydhuzen . Tryb ten w literaturze jest
znany jako force clamp.

W metodach spektroskopii mechanicznej pojedynczych molekut pomiary
wykonuje sie in wvitro. Przygotowana sonde umieszcza sie w mozliwie jak
najbardziej jednorodnym roztworze, zawierajacym badane molekuty w nie-
wielkim stezeniu w celu ograniczenia wielokrotnych podczepieri. Do roztworu

tego wprowadza sie niekiedy w trakcie trwania eksperymentu dodatkowe mo-
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lekuty, w celu wykrycia ich wptywu na mechanike badanych obiektow. Me-
tody spektroskopii mechanicznej pojedynczych molekut umozliwity znacznie
lepsze poznanie budowy i funkcjonowania biatek modularnych , polisachary-
dow, motorow biatkowych, enzymow oraz DNA |9, 76]. Szczegolowy przeglad
literaturowy badan wykonanych dla DNA znajduje sie w rozdziale 4.
Nalezy zaznaczy¢, ze dla biofizyki pojedynczych molekut pomiary in vitro
to jedynie wstep dla stanowiacego wciaz jeszceze jedynie perspektywe powta-

rzalnego wykonywania pomiaroéw sitowych we wnetrzu zyjacej komorki [77].

3.2. Spektroskopia mechaniczna AFM

W spektroskopii mechanicznej AFM (Rys.3.2) jako sonde do pomiaru sity
wykorzystuje sie mikrobelke, do ktorej przyczepiony jest rozciagany obiekt

|78]. Miare sity rozciagajacej stanowi stopien jej ugiecia.
A B
L
am—— L Ad

s

Rysunek 3.2. Spektroskopia mechaniczna AFM pojedynczych molekul. Polimer

zaczepiony jest jednym konicem do podtoza przesuwanego za pomoca przetwornika

piezoelektrycznego, natomiast drugi koniec przyczepia sie do ostrza mikrobelki (A).

Mikrobelka AFM funkcjonuje jako dynamometr, a jej ugiecie Ad, umozliwia po-

miar sity podczas rozciggania podczepionego do ostrza obiektu poprzez przesuniecie
Az podtoza (B).

Zamiast skanowania, przetwornik piezoelektryczny wykonuje jedynie ruch
w jednym wymiarze. W jego wyniku mikrobelka zbliza sie do powierzchni,
dotyka jej, a nastepnie cofa sie do pozycji wyjsciowej. Celem jest uchwycenie
przytwierdzonego do podtoza obiektu, a nastepnie jego rozciggniecie. Za-
rejestrowany wowczas sygnat napieciowy ugiecia mikrobelki oraz wydtuzenie

przetwornika piezoelektrycznego stanowi podstawe do otrzymania tzw. krzy-
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wej sitowej, czyli wykresu zaleznosci odksztatcenia obiektu od przylozonej

sity.
=t —
-
2
[<] —
- pik adhezyjny
£ . .
; ; rozciaganie
':G: pik kapilarny obiekiu
D \ Zerwanie
o
/ oddalanie
—
0 = <
%/*/ zblizanie
czesé
bezkontaktowa
1 >
0 Pozycja podtoza

Rysunek 3.3. Krzywa zaleznosci ugiecia mikrobelki od wydtuzenia przetwornika

piezoelektrycznego, powstajaca podczas jej zblizania i oddalania od podtoza. W

czasie oddalania dochodzi réwniez do rozciaggniecia i zerwania pojedynczej molekuty
polimeru.

Ksztalt typowej krzywej sitowej uzyskiwanej podczas kontaktu z twar-
dym, nie ulegajacym odksztalceniu w kontakcie z igta podtozem przedsta-
wiony jest na Rys. 3.3. Przetwornik piezoelektryczny wydtuza sie o zadany
zakres a nastepnie cofa, wracajac do pierwotnej pozycji. W wyniku tego
dochodzi do zblizania i oddalania igly od podtoza z probka . W poczat-
kowej fazie zblizania igly, kiedy nie wystepuja oddzialywania z podtozem,
mikrobelka nie ugina sie, wykonujac jedynie niewielkie drgania wynikajace
z ruchéw termicznych. W bardzo malym oddaleniu od probki w wyniku
dziatania sil kapilarnych (nieobecnych dla pomiaréw przeprowadzanych w
srodowisku pozbawionym wilgoci) nastepuje przygiecie mikrobelki i wejscie
w kontakt z podlozem. Mikrobelka zostaje nastepnie odgieta przez dalszy
ruch przetwornika piezoelektrycznego. W wyniku tego na krzywej sitowej
powstaje jej czes¢ kontaktowa, kluczowa w pomiarach nanoindentacji. W
kolejnej fazie przetwornik zaczyna ruch powrotny. Jesli probka przycigga
ostrze, to mozna zaobserwowa¢ przygiecie mikrobelki podczas ruchu powrot-

nego poza punkt kontaktu, przejawiajace sie jako pik adhezji. Po oderwaniu
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od powierzchni mikrobelka wraca do stanu rownowagi. Wyjatkiem jest sytu-
acja, gdy do ostrza podczepiony zostal obiekt. Wowczas pozostaty zakres ru-
chu przetwornika piezoelektrycznego umozliwia jego rozciagniecie, a zmiany
naprezenia rozcigganego obiektu w wyniku odksztalcern powoduja uginanie
mikrobelki. Jesli ztapany obiekt nie odczepit sie, to mozliwa jest obserwacja
nie tylko jego rozciagania, ale rowniez relaksacji.

W trybie spektroskopii mechanicznej mikrobelka wykorzystywana jest w

charakterze dynamometru. Zatem, zgodnie z prawem Hooke’a

F =kAd, (3.6)

aby wyznaczy¢ site F' dzialajacg na mikrobelke musimy zmierzy¢ jej od-
ksztalcenie Ad, i znaé jej stala sprezystosci k. Sygnal pochodzacy z foto-
diody i modutu arytmetycznego wyraza ugiecie mikrobelki w jednostkach
napiecia Ady, mozemy jednak dokonaé jego konwersji do jednostek dtugosci
poprzez kontrolowane odksztatcenie mikrobelki Ad,, rejestrujac jednoczesnie
sygnal napieciowy Ady (Rys. 3.4A). Pozwoli to na wyznaczenie czulosci

mikrobelki i uktadu detekeji jej ugiecia:

Ad,
= A (3.7)

Najpro$ciej mozna to wykonaé rejestrujac krzywa sitowa na twardej i

SE

gladkiej powierzchni. Nachylenie czesci kontaktowej krzywej dostarczy wtedy
informacji o czulosci uktadu mikrobelka - fotodioda, czyli o tym, jakiemu
ugieciu mikrobelki, zmierzonemu dzieki czujnikowi wydtuzenia przetwornika
piezoelektrycznego, odpowiada zmiana napiecia na detektorze.

Aby wyznaczy¢ sile powodujacag mierzone odksztatcenie mikrobelki ko-
nieczne jest tez znalezienie jej stalej sprezystosci k. Wprawdzie producenci
mikrobelek podajg wartosci ich statej sprezystosci, jednak wskutek wahan
grubosci mozna zaobserwowa¢ znaczne (60%) rozbieznosci k nawet pomie-
dzy mikrobelkami pochodzacymi z tej samej serii produkcyjnej. Konieczne
jest zatem ustalenie statej sprezystosci mikrobelki przed kazdym pomiarem.
Stuzy¢ do tego moze wiele metod, m. in. Sadera 79|, zwiekszonej masy i
wykorzystania mikrobelki referencyjnej [70] i metoda termiczna [80, 81]. Sze-
rzej opiszemy metode termiczna, ktéra dzieki swoim zaletom jest najszerzej
stosowana i wykorzystana zostala réwniez w mojej pracy doktorskiej. Poza
swoja prostotg wyroznia sie ona mozliwoscig kalibracji mikrobelek w osrodku
w ktéorym zostanie wykonany pomiar. Jest to o tyle wazne, ze ze wzgledu

np. na adsorpcje cieczy na powierzchni mikrobelki, jej stala sprezystosci
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Rysunek 3.4. Wyznaczanie parametréw niezbednych do skalibrowania mikrobelki:

czutosci s mikrobelki i uktadu detekcji jej ugiecia (A) poprzez pomiar nachylenia

czesel kontaktowej krzywej sitowej oraz catki mocy widmowej dy (f) dla pierwszego
modu drgan (B).

moze ulec zmianie i tym samym stosowanie wartosci uzyskanych w prozni
lub powietrzu moze prowadzi¢ do btednych wartosci sity. Metoda termiczna
wykorzystuje fakt, ze sonda pomiarowa, ktora jest w stanie réwnowagi z oto-
czeniem moze by¢ w przyblizeniu traktowana jako oscylator harmoniczny,
wzbudzany do drgan przez ruchy termiczne. Jego hamiltonian bedzie mial
postac:
p? k(Ad>
H:<2m>+ <2 o) (3.8)

gdzie (p?) - uéredniony po czasie ped ruchu mikrobelki, m - masa mi-

krobelki, £ - jej stala sprezystosci, <Ad§> - usredniony po czasie kwadrat

odksztalcenia sondy w wyniku ruchéw termicznych. Zgodnie z zasada ekwi-
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partycji energii, zaréwno cztonowi Sredniej energii kinetycznej jak i cztonowi

Sredniej energii sprezystosci mozemy przypisa¢ energie drgan termicznych

kgT

o—. W szczegdlnoscei:

k(AdZ) kT

- 22 (3.9)
- <’ngf> (3.10)
b= (Adk%/B)j;EQ (3.1)

Zgodnie z twierdzeniem Parsevala catka mocy sygnalu po czasie jest

rowna catce mocy widmowej po czestotliwosci:

/ydv(t)Ith:/\dv(w)\zdw (3.12)

Zatem wystarczy dokona¢ rejestracji drgan termicznych mikrobelki przy
ustalonej temperaturze, dokonaé¢ transformacji Fouriera i scalkowaé¢ nume-
rycznie uzyskane widmo drgan. Zakres catkowania ograniczy¢ nalezy do piku
pierwszej harmonicznej w celu usuniecia wplywu czynnikow nie zwiazanych
z drganiami termicznymi np. wibracje, zaklécenia akustyczne lub szumy
elektroniczne (Rys. 3.4B). Poniewaz jednak:

— zastosowany model oscylatora harmonicznego jest jedynie przyblizeniem
rzeczywistej mikrobelki

— pomiaru (Ad?) dokonuje si¢ dla mikrobelki swobodnej, podczas gdy SE
mierzone jest dla mikrobelki podparte;j

— W pomiarze ugiecia metoda optyczna plamka lasera nie jest nieskonczenie
mala i nie znajduje sie doktadnie na konicu mikrobelki

konieczne jest skorygowanie wzoru, przy czym czynnik 0.764 prawdziwy jest

dla mikrobelki trojkatne;j

kT
(A2 SE?

Nalezy tez zauwazy¢, ze w wyniku obecnego w prawie wszystkich mikro-

k= 0.764 (3.13)

skopach sit atomowych pochylenia mikrobelki wzgledem ptaszczyzny probki
o kat 6, mierzona sita F' powinna by¢ skorygowana o @. Jednak poniewaz
rowniez stata sprezystosci wyznaczana w tym samym mikroskopie metoda
termiczng lub przy wykorzystaniu mikrobelki referencyjnej podlega korekcie

o cos? 0, to oba te czynniki znosza sie i mierzona silta jest poprawna w sytu-

40



acji, gdy stala sprezystosci wyznaczona zostala w tym samym mikroskopie.
Kat nachylenia mikrobelki uwzglednia¢ trzeba jedynie gdy korzystamy z k
wyznaczonego za pomocy innej metody, badz tez chcemy poréwnaé wyniki
wyznaczania k uzyskane z réoznych metod.

Sygnal z czujnika wydtuzenia przetwornika piezoelektrycznego Az odpo-
wiada odksztalceniu zaréwno mikrobelki d, jak i badanego obiektu z. Ko-
nieczne jest zatem odjecie odksztalcenia mikrobelki, przy wykorzystaniu w

tym celu uzyskanej poprzednio czutoéci SE :

r=Az—d,=Az—SEdy (3.14)

Tym samym otrzymamy krzywa sitowa F'(z) (Rys. 3.5).

A, B

A

Sita [N]

Ugiecie mikrobelki [V]

Wydtuzenie piezo [m] Odksztatcenie [m]

Rysunek 3.5. Krzywa sitowa uzyskana bezposrednio (A) i po kompensacji ugiecia
mikrobelki (B)

W czasie pomiaréw dojs¢ moze do zafalszowan wynikéw, ktore trzeba
uwzgledni¢ podczas analizy. Poza szybkimi drganiami termicznymi mikro-
belka zgina sie rowniez na skutek fluktuacji temperatury (thermal drift) w
swoim najblizszym otoczeniu, powodujac tym samym przesuniecie plamki ze
srodka detektora i wprowadzajac zaburzenie do pomiaru sity. Ma to jednak
wplyw na pomiar w przypadku, gdy ruch mikrobelki jest powolny (<200
nm/s). Zaburzenia tego nie mozna unikna¢, jednak mozna je znacznie ograni-
czy¢ przez rozpoczecie pomiaréw po wzglednym ustabilizowaniu temperatury
uktadu pomiarowego i korygowaniu ustawien fotodetektora co pewien czas w
czasie trwania eksperymentu.

Ruch mikrobelki zaburzony jest rowniez przez efekty hydrodynamiczne,

takie jak opor osrodka w ktérym porusza sie mikrobelka. Poniewaz jest on
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proporcjonalny do predkosci, ujawnia sie w przypadkach, gdy rozciaganie
odbywa sie z predkoscia wieksza niz 3um/s.

Krzywa sitowa moze zostaé znieksztatcona przez interferencje, opisana juz
podczas omawiania mikroskopu sit atomowych. Obecnosé¢ interferencji prze-
jawia sie pojawieniem charakterystycznych garbéw w czesci bezkontaktowej
krzywej. Unikniecie jej mozliwe jest dzieki wtasciwie zaprojektowanemu in-
strumentowi. Jeéli mimo tego problem ten pojawia si¢, mozna probowaé

zmieni¢ miejsce kontaktu na powierzchni probki.

(b)

Rysunek 3.6. Pomiary sity i wydtuzenia w przypadku rozciggania polimeru w sy-
tuacji idealnej (a) i pod katem « (b) . Zaadaptowane z [82]

Kolejne dwie przyczyny znieksztatcen krzywych sitowych rejestrowanych
za pomocy AFM sg typowe dla przypadkéw pomiardéw rozciggania pojedyn-
czych molekul polimeréw. Pierwszym z nich jest efekt kata|82, 83], wystepu-
jacy w sytuacji, gdy oba punkty podczepienia dlugiego polimeru nie leza na
jednej prostej prostopadtej do podtoza (Rys 3.6A), lecz rozciaganie zachodzi
pod katem o (Rys. 3.6B). Mierzona sita w kierunku F,bedzie zatem projek-
cja faktycznej rozciggajacej sity F' na o$ Z, podobnie jak dtugo$é polimeru L
bedzie mierzona jako L,. Mierzone warto$ci wynosi¢ beda zatemF, = F'cos «
1L, = Lcosa.

Ponadto zafalszowania mierzonej dlugosci polimeru moze wprowadzaé
igta mikrobelki (Rys. 3.7). W sytuacji, gdy podczepiany polimer jest o 1-2
rzedow wielkosci mniejszy od samego ostrza, miejsce kontaktu czubka igly z
podlozem nie zawsze musi pokrywac sie z miejscem, do ktérego podczepia sie
polimer. Tym samym, gdy polimer podczepi si¢ powyzej czubka ostrza, to
na krzywej sitlowej nie zostanie zarejestrowana dtugosé fragmentu wykracza-
jacego poza czubek igly. Problem ten mozna zredukowaé¢ ograniczajac site

nacisku lub tez stosujac mikrobelki pozbawione igiet.
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Rysunek 3.7. Skrocenie rozcigganego polimeru wynikajace z jego podczepienia po-
wyzej czubka igly.

3.3. Pozostale metody spektroskopii mechanicznej

g

Rysunek 3.8. Metody spektroskopii mechanicznej wykorzystujace putapki magne-
tyczne (A) i optyczne (B)

W putapkach optycznych [84] i magnetycznych [85] (optical/magnetic
tweezers) wykorzystuje sie mikrometrowych rozmiaréw kulki zawieszone w
cieczy (Rys. 3.8). Kulki te, w przypadku szczypiec optycznych, wykonane
sg z przezroczystego dielektryka i funkcjonujg jak male soczewki sferyczne.

Po zogniskowaniu na ich powierzchni §wiatta lasera ulega ono silnemu za-
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lamaniu. Zmiana kierunku pedu fotonéw w kulce powoduje powstanie sity
Sciagajacej kulke w kierunku ogniska. Natomiast kulki stosowane w putap-
kach magnetycznych wykonane s z silnie paramagnetycznego materiatu i ich
putapkowanie zachodzi w gradiencie pola magnetycznego. Poprzez przesuwa-
nie lasera lub uktadu magnesé6w mozna manipulowac¢ kulka i przyczepionym
do niej obiektem, w szczeg6lnosci zas odksztalcac¢ go, jesli drugim konicem
przyczepiony jest do podtoza. Pulapki magnetyczne poprzez obrot magnesow
maja ponadto mozliwos¢ wymuszania rotacji kulki i tym samym skrecania
przyczepionego do niej obiektu. W putapkach tych pomiar sity opiera sie
na wykorzystaniu zaleznosci miedzy amplitudag ruchéw Browna kulki, a na-
prezeniem rozciaganego polimeru. Przesuniecie kulki obserwuje sie poprzez
zmiany prazkow interferencyjnych obserwowanej przez mikroskop kulki. Obie
te metody posiadajg znacznie lepsza rozdzielczo$é niz AFM, jednak zarazem
sita rozciagajaca nie przekracza 100 pN. Ograniczenie stanowi tu zaréwno
mozliwo$¢ wykorzystania w tych metodach wytacznie specyficznego wiaza-
nia sondy z rozcigganym polimerem, jak réwniez niebezpieczne rozgrzewanie

probki przez skupiong wigzke lasera.

S

Rysunek 3.9. Spektroskopia mechaniczna wykorzystujaca sprezysto$é komorki za-
sysanej w mikropipecie (A) i pomiar ugiecia koricowki mikroigly swiattowodowe;j

(B).

Metoda zblizona do mikroskopu sil atomowych sa mikroigly [86, 87],
wykonane w postaci $wiattowodu (Rys. 3.9B). Igla taka ugina si¢ pod-
czas rozciggania zaczepionego za jej koniec polimeru, a ugiecie to $ledzi sie

poprzez mikroskopowa obserwacje ruchu Swiecacej koncowki $wiattowodu.
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Drugi koniec polimeru przymocowany jest do kulki, przesuwanej za pomoca
mikropipety. Dodatkowo mozliwe jest rowniez obracanie mikropipety w celu
skrecania podczepionych do niej obiektow. W charakterze sond wykorzystuje
sie takze komorki biologiczne, glownie erytrocyty (biomembrane force probe)
|88], uchwycone przez zassanie koricowka mikropipety (3.9 A). Miara sity jest
wiec w tej metodzie ugiecie membrany lipidowej. Poniewaz zmieniajac pod-
ci$nienie mikropipety mozna zmienia¢ naprezenie btony uchwyconej komorki,
metoda ta umozliwia zmiane statej sprezystosci sondy sitowej. Przesuniecie

mikropipety i odksztalcenie btony obserwuje si¢ za pomoca mikroskopu.



4. Spektroskopia mechaniczna DNA

4.1. Rozcigganie DNA

Pierwszy pomiar odksztatcenia pojedynczej czasteczki DNA przeprowa-
dzony zostal w 1992 roku przez zespol Carlosa Bustamante [49]. Byl to
jednoczesnie pierwszy pomiar wlasciwosci mechanicznych pojedynczej mole-
kuty. W eksperymencie tym DNA poprzez wigzania specyficzne przyczepiono
jednym konicem do podtoza, a drugim do kulki paramagnetycznej i poprzez
zmiany predkosci przeptywu buforu i zmiany pola magnetycznego dokony-
wano jego rozciagniecia. Dostepny w tej metodzie zakres sit umozliwit zbada-
nie zakresu sprezystosci entropowej dupleksu DNA | czyli rozwijania ktebka,
ktory tworzy on w roztworze. Uzyskane krzywe sitowe DNA wykorzystano
do weryfikacji modeli sprezystosci polimeru (Rys. 4.1). Zachowanie DNA

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

2

10" ) H
F WLC model > 7

O
I
|

F(pN)

10 . £ . T FJC model

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Wzgledne wydluzenie
Rysunek 4.1. Krzywa sitowa dsDNA w zakresie entropowym i poréwnanie z mo-
delami sprezystosci polimeru [44].
Kolejne eksperymenty, wykorzystujace putapki optyczne [90] oraz sondy
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Swiattowodowe [87] umozliwity zbadanie zachowania DNA réwniez w zakre-
sie sprezystosci entalpicznej. Po osiagnieciu sity granicznej rozciagana mo-
lekuta zwieksza swoja dlugosé o 70% przy praktycznie stalej sile, formujac
na krzywej sitowej charakterystyczne plateau (overstretching transition - da-
lej nazywane przejsciem OS). Sita ta wynosi 65 pN w przypadku, gdy DNA
uchwycone zostaje tylko za jedna ni¢ lub jedna z nici jest przecieta i molekuta
moze obraca¢ sie podczas rozciagania (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 przejscie OS zachodzi dla sity 110 pN [91]. Obecnosé
tego plateau sugeruje, ze po wplywem przylozonej sity dochodzi do znacza-
cych zmian w strukturze molekuty. Podobne, cho¢ znacznie mniejsze plateau
obserwowane byto w krzywych sitowych pojedynczych molekut polisachary-
dow [92] oraz podwojnej helisy miozyny [93] i zidentyfikowane zostalo jako
wynik wymuszonego przejécia miedzy dwiema konformacjami.

Podczas zmniejszania naprezenia polimeru, przy jednoczesnym monito-
rowaniu jego naprezenia, mozna zarejestrowaé¢ krzywa powrotna, obrazujaca
relaksacje polimeru. W przypadku DNA ograniczonego topologicznie histe-
reza krzywej rozciggania i krzywej relaksacji jest zawsze niewielka i sa one
do siebie bardzo podobne. Odmienna sytuacja wystepuje, gdy mamy do czy-
nienia z DNA posiadajgcym jedno lub wiecej uszkodzenia nici - krzywa po-
wrotna odbiega woéwczas, czesto w znacznym stopniu, od krzywej rozciggania.
Badania za pomoca pulapek optycznych i wykorzystujace konstrukty DNA
umozliwity rozcigganie nieuszkodzonej molekuly bez ograniczania jej rotacji
podczas rozciagania [95], a uzyskane krzywe posiadaly plateau przejscia OS
na poziomie 65 pN i nie wykazywaly histerezy (Rys. 4.3). Wielko$¢ histerezy
uzalezniona jest zatem od stopnia uszkodzenia DNA i jest odzwierciedleniem
trudnodci z odtworzeniem jego struktury podczas relaksacji w skali czasowej
eksperymentu. Ograniczenie topologii jest natomiast czynnikiem decyduja-
cym o sile, dla jakiej zaj$¢ moze przejscie OS.

Istnieja dwie konkurencyjne teorie tlumaczace pochodzenie przejscia OS
w dsDNA (Rys. 4.2C). Wedlug pierwszej, zjawiskiem odpowiedzialnym za
powstawanie plateau jest przejécie konformacyjne B-DNA do hipotetycznej,
wydluzonej formy S-DNA (Rys. 4.10A) [87], natomiast druga ttumaczy je
jako wynik jego denaturacji mechanicznej [96]. W doswiadczeniu, w ktorym
doprowadzano do przej$cia OS w obecno$ci wiazacego si¢ z wolnymi parami
zasadowymi glioksalu, obserwowano w efekcie zaburzenie krzywej powrotnej.
Sugeruje to, ze wiazania par zasadowych zostaly zerwane podczas przejscia

OS, a przylaczenie glioksalu uniemozliwia ich odtworzenie w czasie relaksacji
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Rysunek 4.2. Sprezystosé DNA w zakresie entalpicznym. Przejscie OS ma postac
plateau, odpowiadajacego wydtuzeniu DNA o 70% poczatkowej dtugosci. Dla DNA
uchwyconego za jedna ni¢ (A) przejscie to zachodzi dla sity 65 pN, natomiast w
nia za obie nici 110 pN (B). Przejscie OS tlumaczy sie jako
konformacyjne przejscie z formy B-DNA do S-DNA lub tez czesciows denaturacje

mechaniczng (C). Zaadaptowane z [94].
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Rysunek 4.3. Wplyw ograniczenia topologii na histereze krzywej sitowej rozciaga-

nia i relaksacji dsDNA. Krzywa (A) powstala w wyniku rozciagania nieuszkodzo-

nego dsDNA zaczepionego za obie nici. Kolejne krzywe powstalty w wyniku prze-

ciecia jednej z nici w dwoch (B) i jednym miejscu (C). Konstrukt DNA rozciagany

w przypadku (D) nie byl uszkodzony i umozliwial rotacje w miejscu zaczepienia.
Zaadaptowane z [95].

|97|. Jeszcze lepszego potwierdzenia hipotezy o cze$ciowej denaturacji dostar-
czyto wykonanie pomiaréw spektroskopii mechanicznej putapek optycznych
i fluorescencji pojedynczych molekut w kanatach mikrofluidycznych, umoz-
liwiajacej wprowadzanie naprezonej molekuty do $rodowisk zawierajacych
oznakowane specyficznie fluorofory [94, 98].

Zastosowanie AFM [100, 99, 101| umozliwilo rozcigganie DNA z wiek-
sza sita, a ponadto, poniewaz mikrobelka za kazdym razem wykonuje ruch
przyblizajacy i oddalajacy od probki, mozliwe byto obserwowanie histerezy
krzywych rozciagania i relaksacji podczas kazdego pomiaru (Rys. 4.4). Za-
obserwowano, ze przy sitach na poziomie ok. 150-300 pN ujawnia si¢ obec-
nos¢ drugiego, chociaz znacznie mniej wyeksponowanego plateau. Zaobser-
wowano tez, ze histereza znaczaco wzrasta po przekroczeniu tego plateau, a w

wielu przypadkach krzywa powrotna upodabnia si¢ do krzywej pochodzacej
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Rysunek 4.4. Krzywe sitowe dsDNA uzyskane za pomocyg AFM, wykazujace obec-
no$¢ drugiego plateau i histereze rozciagania i relaksacji. Krzywa (A) pochodzi z
molekuly ztapanej za jedna ni¢, natomiast (B) z molekuty o ograniczonej topologii.
Zaadaptowane z [99].
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z ssDNA. Bezposrednie zestawienie z krzywymi pochodzacymi z ssDNA i
dopasowanie do tej krzywej modelu FJC pozwolity na stwierdzenie, ze po
przekroczeniu drugiego plateau dochodzi do pelnej denaturacji i dalszemu
rozcigganiu oaz relaksacji podlega pojedyncza ni¢ DNA. Ok. 5% krzywych
posiadato przejscie OS na poziomie 110 pN i w oparciu o poprzednie eks-
perymenty zidentyfikowane zostalo jako pochodzace z rozciggania molekut
uchwyconych za obydwie nici (podczepienie za konce 3°5’-5’3"). W krzywych
tych histereza pozostawata niewielka réwniez po osiagnieciu drugiego plateau.
Przeprowadzono rowniez dos§wiadczenia z konstruktami poli dG-dC i poli
dA-dT (Rys. 4.5). Dla konstruktow sktadajacych sie z par A-T otrzymano
krzywe o przejsciu OS na poziomie 35pN i calkowicie pozbawione drugiego
plateau. Krzywe pochodzace z posiadajacych silniejsze wiazania konstruktow
par G-C posiadaly natomiast przejscie OS na poziomie 65 pN, podobnie jak
ma to miejsce w DNA zawierajacym oba rodzaje zasad. Ro6znice wystepo-
waly natomiast w drugim plateau. ktoére pojawiato sie dla 300 pN, czyli sity
dwukrotnie wiekszej niz mialo to miejsce w DNA faga lambda [100, 99].
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Rysunek 4.5. Krzywe sitowe uzyskane dla konstruktéow poli dG - poli dC i poli dA
- poli dT. Zaadaptowane z [99].

Dokonano takze rejestracji krzywych sitowych dla r6znych szybkosci zmian
sity rozciagajacej (Rys. 4.6). O ile przejscie OS nie wykazuje zaleznosci od
dynamiki rozciggania, to mozna ja zaobserwowac¢ dla drugiego plateau - jego
poziom jest tym wiekszy, im szybciej przyrasta sita. Sugeruje to, ze proces
zachodzacy w przejéciu OS jest rownowagowy w skali czasowej eksperymentu,
natomiast proces ktorego odzwierciedleniem jest drugie plateau jest nierow-
NOWagowy.

Wspomniany w rozdziale 3.2 efekt kata wprowadza do krzywej silowej
DNA, z racji znacznego wydluzenia w wyniku przejscia OS, znaczne zabu-
rzenia. Dhugosé plateau przejscia OS znacznie sie wydtuza poza standardowe

70% dtugosci konturowej. Plateau staje sie nachylone, a jego $rednia sita
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Rysunek 4.6. Dynamiczna spektroskopia mechaniczna dsDNA. Sita przejscia OS

nie zmienia sie, niezaleznie od szybkodci rozciggania. WyraZzne zmiany wykazuje

natomiast drugie plateau. Logarytmiczny wykres we wstawce obrazuje zaleznoéc¢

miedzy konicows sita drugiego plateau a szybkoscia narastania sity. Zaadaptowane
z [99].

spada (Rys. 4.7). Prowadzi¢ to moze do zafalszowania wynikéw pomiaro-
wych [82, 83].

Zupekie odmienne wlasciwosci mechaniczne niz pojedyncze molekuty
dsDNA wykazuje ssDNA (Rys. 4.8). Z racji mniejszej o poltowe gestosci
tadunku i obecnosci wolnych nukleotydéw, umozliwiajacych formowanie par
zasadowych w obrebie tej samej molekuly, ssDNA stawia znacznie wiekszy
opér niz dsDNA w poczatkowej fazie rozciagania (Rys. 4.8). Ze wzgledu na
jego budowe (sztywne elementy potaczone rotujacymi wiazaniami) do jego
krzywej sitowej lepiej mozna wykona¢ dopasowanie modelu FJC. Krzywa ta
nie posiada plateau takich jak przejscie OS [90]. Jedynie w przypadku, gdy
rozciggane byty fragmenty ssDNA sktadajace sie z samych nukleotydow ade-
ninowych (poli dA) zaobserwowano obecno$é¢ dwoch plateau dla sit 20 pN i
80 pN, ktore postulowano jako wynik rozrywania oddzialtywan warstwowych
miedzy parami zasadowymi i deformacji konformacyjnych wewnatrz tancucha

fosforanowo-cukrowego [102, 103].

4.2. Superskrecanie DNA

Poza odksztalceniem DNA poprzez rozciaganie wykonano tez liczne eks-
perymenty, w ktorych dupleksy DNA poddawane byly dziataniu sit torsyj-

nych, umozliwiajac tym samym kontrolowanie ich topologii. Putapki magne-
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Rysunek 4.7. Wplyw efektu kata na krzywa sitowg DNA. Mozna zaobserwowac,
ze dla molekuly rozcigganej pod katem mierzona sita przejscia OS jest mniejsza, a
jego plateau jest wydtuzone. Zaadaptowane z [83]

tyczne umozliwiaja kontrolowane wymuszanie superskrecenia pojedynczych
dsDNA, utrzymujac jednoczesnie stalg site rozciagajaca. Dla sit nie przekra-
czajacych 0.5 pN, niezaleznie od kierunku skrecania po kilkunastu obrotach
kulka paramagnetyczna, do ktorej molekuta byta przyczepiona, zaczynala by¢
intensywnie $ciagana (Rys 4.9A). Zinterpretowano to jako efekt formowania
plektonemu po wplywem skrecenia [105, 11]|. Przy zwiekszonym naprezeniu
(ok. 1pN) molekuly zaobserwowano, ze plektonem formuje sie tylko przy
skreceniach zgodnych z kierunkiem helisy DNA, natomiast dla wyzszych sit
nie powstaje on wcale. Dodatkowe pomiary, polaczone z symulacjami stero-
wanej dynamiki molekularnej [106] doprowadzily do zaproponowania nowej
formy dsDNA, ktora powstaje, gdy B-DNA zostaje silnie skrecone, a napre-
zenie uniemozliwia powstanie plektonemu. W wyniku tego molekuta podlega
mechanicznej denaturacji, nici $cidle owijaja sie wokot siebie, natomiast roz-
dzielone pod wplywem skrecenia dupleksu pary zasadowe ustawione zostaja
na zewnatrz helisy, odwrotnie niz ma to miejsce w B-DNA. Forme taka na-
zwano P-DNA (Rys. 4.10A), na cze$¢ Linusa Paulinga, ktory jako pierwszy
ja zaproponowal, na krotko przed odkryciem Watsona i Cricka [107].
Zastosowanie sond sitowych w postaci cienkich §wiattowodéw pozwolito
nie tylko skreca¢ DNA, ale umozliwito takze rozcigganie skreconego w okre-
Slonym stopniu dsDNA (Rys. 4.9B) [91]. Przy braku skrecenia uzyskano

znang z innych doswiadczen krzywa z charakterystycznym plateau na po-
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Rysunek 4.8. Poréwnanie krzywych sitowych dsDNA i ssDNA w réznych stezeniach
jonowych. Zaadaptowane z [104]

ziomie 110 pN. W zalezno$ci od kierunku wprowadzanych skrecert krzywa
ta ulegata zmianom.W przypadku, gdy dsDNA skrecane bylo w kierunku
przeciwnym do kierunku helisy pojawiato sie dodatkowe plateau dla sit ok.
50 pN. To dodatkowe przejscie wynika z obecnosci fragmentu rozwinietego
w wyniku skrecenia, ktére w trakcie rozciggania wymaga mniejszej sity dla
przejscia OS. Taka rozwinieta forma DNA, pozbawiona struktury helikalnej
nazwana zostala L-DNA od kierunku (L-left) w ktorym jest skrecona wzgle-
dem B-DNA. Skrecenie w kierunku zgodnym z kierunkiem helisy przejawia sie
natomiast pojawieniem si¢ matego plateau na poziomie 20 pN powstajacym
w wyniku rozwijania plektonemu powstalego w trakcie skrecenia. Kolejne do-
$wiadczenia umozliwily zapostulowanie diagramu przemian fazowych DNA
(Rys. 4.10B), opisujacego forme w ktorej znajduje sie DNA w zaleznosci od
skrecenia i rozciggajacej sity [108].

4.3. Tworzenie struktury superhelikalnej DNA

Opisane powyzej badania pozwolitly bardzo dobrze opisa¢ wtasciwosci me-
chaniczne DNA liniowego, istotne dla zrozumienia wielu procesé6w komorko-

wych. Jednak DNA w takiej formie jedynie bardzo rzadko znajduje sie w
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Rysunek 4.9. Zmiany dtugosci DNA pod wplywem wprowadzonego skrecenia przy
stalych sitach (A) oraz wplyw skrecenia na przejécie OS (B). Zaadaptowane z
|44, 91

zywych organizmach. Jak opisano to w podrozdziale 1.2, material genetyczny
formuje superhelikalne plektonemy badz tez spirale chromatynowe i w takiej
wlasnie formie podlega odksztalceniom w komorkach. Taka sytuacja ma
miejsce np. podczas podziatu komorki, gdzie naprezeniu podczas rozdziele-
nia podlega material genetyczny i jego kopia. Roéwniez podczas catego cyklu
zyciowego komorka podlega licznym zewnetrznym czynnikom mechanicznym,
ktore zgodnie z najnowszymi badaniami moga mie¢ wplyw na genom [109].
Ostatnie badania sugeruja rowniez, ze sam ksztalt materialu genetycznego
moze mieé, poza sekwencja, znaczenie w przechowywaniu informacji gene-
tycznej [110]. Konieczne jest zatem zbadanie wlasciwosci mechanicznych
struktury superhelikalnej (w ktorej dwie helisy DNA sg skrecone wzgledem
siebie) oraz chromatyny. O ile chromatyna zostala pod tym wzgledem do-

brze zbadana zar6wno za pomoca pulapek optycznych jak i AFM [111], to
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Rysunek 4.10. Forma B-DNA i hipotetyczne formy S-DNA i P-DNA. Wymuszane
mechanicznie przejscia miedzy tymi formami opisane moga by¢ diagramem fazo-
wym. Zaadaptowane z |10, 1]

wlasciwosci mechaniczne struktury superhelikalnej zostaly zbadane jedynie
w ograniczonym zakresie. Eksperymenty przeprowadzono z wykorzystaniem
putapek magnetycznych, ktore wykorzystane zostaty do skrecenia dwoch du-
pleksow DNA (Rys. 4.11). Rejestrujac dlugosé¢ takiego ukladu wzgledem
stopnia jego skrecenia obserwowano stopniowe jego skracanie zakonczone
przej$ciem (zinterpretowanym jako powstawanie plektonemu), podobnie jak

mialo to miejsce w przypadku superskrecania pojedynczej molekuty [11, 12].

Rysunek 4.11. Zmiana dtugosci dwoch skrecanych molekut DNA [112]

Zarejestrowano rowniez krzywe sitowe dla takiego uktadu (Rys. 4.12).
Jednak ograniczona sita rozciagajaca putapek magnetycznych pozwolila na
zbadanie wtasciwos$ci mechanicznych dwoch skreconych molekut DNA jedy-
nie dla sil mniejszych niz 10 pN. W zestawieniu znormalizowanych krzy-

wych sitowych pojedynczej molekuty, dwéch molekut oraz struktury super-
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helikalnej mozna byto zaobserwowad, ze molekuty skrecone stawiaja znacznie
wiekszy opor podczas rozciagania niz molekuly rozciagane réwnolegle [11].
Wyniki te pokrywaly sie z wnioskami badan teoretycznych [105], ktére wska-
zywaly, ze na wtasciwosci mechaniczne takiej struktury istotny wplyw bedzie
miato wzajemne odpychanie ujemnie naladowanych duplekséw oraz zginanie
i skrecanie helis, ktoére musi pojawic¢ sie podczas rozciggania.
Wykorzystanie jednoczes$nie czterech putapek optycznych réwniez pozwo-
lito na kontrolowane przeplecenie dwoch molekut DNA [113]. Uktad taki
wykorzystany zostal do przesuwania jednej molekuty wzgledem drugiej i po-
miaru ich wzajemnego tarcia. Nie zostaly wykonane jednak pomiary rozcia-

gania powstalej struktury superhelikalnej.
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Rysunek 4.12. Zestawienie krzywych sitowych uzyskanych dla pojedynczej mole-
kuty dsDNA, dwéch dsDNA rozcigganych rownolegle oraz po ich dodatnim lub
ujemnym skreceniu. [11]

Zbadanie wtasciwo$ci mechanicznych struktury superhelikalnej z wyko-
rzystaniem mikroskopu sit atomowych, ktéry umozliwia przeprowadzenie po-

miaréw w zakresie entalpicznym stanowi przedmiot tej rozprawy doktorskiej.
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5. Konstrukcja mikroskopu sil
atomowych do pomiaréw w trybie

spektroskopii sil

5.1. Instrument zbudowany w Duke University

Konstrukcja tego instrumentu oparta byta na koncepcji pierwszego mikro-
skopu wyspecjalizowanego do pomiaréw w trybie spektroskopii mechanicznej,
ktory powstal w 1992 roku w laboratorium Hermanna Gauba z uniwersy-
tetu Ludwika Maksymiliana w Monachium i zaadaptowany zostal nastepnie
przez inne zespoty. Instrument ten wykorzystywal glowice komercyjnego
AFM Multimode firmy Digital Instruments (byle Veeco, obecnie Bruker),
osadzona na korpusie wykonanym z aluminium w formie dwoch réwnolegle
ulozonych plytek. Rurkowy skaner piezoelektryczny zastgpiony zostal jedno-
wymiarowym przetwornikiem w postaci piezostosu (Rys. 5.1). Przetwornik
ten wyposazony jest w oporowy czujnik wydtuzenia i moze pracowal w za-
mknietej petli sprzezenia zwrotnego. Zastosowanie piezostosu umozliwito
zarowno zredukowanie szumoéw poprzez wyeliminowanie ruchéw bocznych
piezoelementu, jak réwniez znacznie lepsza linearyzacje ruchu przetwornika.
Na koncu przetwornika przymocowany byt magnes, ktorego zadaniem byto
unieruchomienie probki, umieszczonej na podtozu przyklejonym do zelaznego
krazka. W instrumencie tym przetwornik podnosit i opuszczat probke wzgle-
dem mikrobelki umieszczonej w komorce cieczowej znajdujacej sie w gtowicy.
Podczas eksperymentu najpierw zgrubnie zblizano probke do mikrobelki za
posrednictwem $ruby mikrometrycznej, stanowiacej jeden z trzech punktow
podparcia plytki z umieszczona na niej glowica. Po wejsciu w kontakt z
podlozem, co sygnalizowato odgiecie mikrobelki mozna byto wykonywaé pre-
cyzyjne ruchy probka przetwornikiem piezoelektrycznym, sterowanym kon-
trolerem lub sygnalem statonapieciowym generowanym w uniwersalnym in-
terfejsie pomiarowym za pomocg programu sterujacego. Natomiast liniowo

rosnacy do okreslonej wartosci, a nastepnie malejacy impuls napieciowy wy-

29



dhuzal, a nastepnie skracal piezostos w zakresie ustalonym przez program w

celu ztapania, rozciaggniecia i relaksacji pojedynczej molekuty.

Fotodioda
czterosekeyjna

Laser
potprzewodnikowy

Sruba e

mikrometryczna 7

P -1 -
probka = mikrobelka

Przetwomik piezo z
czujnikiem
wydtuienia

Rysunek 5.1. AFM wyspecjalizowany do spektroskopii mechanicznej i wykorzy-

stujacy komercyjna gtowice AFM firmy Veeco/Bruker. Schemat konstrukeji (A) i

wyglad ogoélny (zaadaptowane z [114]). Schemat budowy gltowicy AFM Multimode

firmy Veeco/Bruker, zastosowanej w tej konstrukcji. Kolorem pomarariczowym

oznaczono bieg wiazki laserowej. 1 - modut laserowy z kolimatorem i ogniskowa-

niem, 2 - pryzmat, 3 - mikrobelka umieszczona w uchwycie, 4 - zwierciadlo, 5 -
fotodioda czterosekeyjna. Zaadaptowane z [115]

W niektorych przypadkach dokonywano réwniez przerébki gtowicy AFM,
wymieniajgc standardowy modut laserowy na potprzewodnikowy laser pota-
czony $wiattowodem z kolimatorem i soczewka ogniskujaca. Umozliwial on
znacznie lepsze zogniskowanie §wiatta na koricu mikrobelki, niz ma to miejsce
w uktadach komercyjnych. Pozwala to na ograniczenie zaktocen wynikaja-
cych z interferencji, jak rowniez wykorzystanie nowej generacji niskowymia-
rowych mikrobelek.

Instrument zbudowany w Duke University, podobnie jak wcze$niejsze wer-
sje wykorzystywal komercyjng gtowice AFM (Rys. 5.2). Cze$¢ mechaniczna

zostala zaprojektowana i wykonana przez grupe 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 wykonal jednostke arytmetyczna
(Dodatek B) oraz zaadaptowal program akwizycji danych do nowej generacji
interfejsow pomiarowych. Projekt ten zmodyfikowano wzgledem poprzednich
rozwigzan poprzez wykorzystanie piezostosu wyposazonego w pojemnosciowy
(zamiast oporowego) czujnik wydtuzenia (Physik Instrumente, P-753, zakres
ruchu 15pm), oraz wprowadzeniu dodatkowego piezoelementu, umozliwiaja-
cego precyzyjny ruch ostrza w plaszczyznie poziomej i zmiane jego pozycji
na powierzchni (Physik Instrumente, P-733.2, zakres ruchu 30um).

Przed rozpoczeciem pomiaru glowice Veeco ze znajdujaca sie w komorce
mikrobelka umieszczano pod optycznym mikroskopem odwréconym w celu
ustawienia plamki lasera, a nastepnie mocowano na postawie instrumentu.
7 glowicy pobierano sygnaly napieciowe z czterech kwadrantéw fotodiody.
Trafialy one do modutu arytmetycznego, a powstaly w wyniku sygnat na-
pieciowy przechodzil przez strojony filtr dolnoprzepustowy Bessela (firmy
Frequency Devices) ustawiony na 500Hz w celu poprawienia stosunku sy-
gnalu do szumu. Nastepnie, razem z sygnalami z czujnikéw wydluzenia z
przetwornikow piezoelektrycznych zbierany byl przez uniwersalng karte po-
miarowa DAQ PCI-6259 firmy National Instruments. Jest to karta 16 bitowa,
7 czestoScia probkowania 1.25 MS/s dla sygnalow wejsciowych i 2.86 MS/s
dla sygnalow wyjsciowych. Z karty tej sygnaly sterujace kierowane byty do
sterownikow przetwornikow piezoelektrycznych (Dodatek B).

Instrument sterowany byl przez program napisany w srodowisku LabView
firmy National Instruments. Dzieki wykorzystaniu interfejsu pomiarowego

tej samej firmy mozliwe byto napisanie programu sterujacego bez konieczno-

61



$ci tworzenia dedykowanych sterownikow sprzetowych. Srodowisko LabView
umozliwia takze tatwe modyfikacje programu i interfejsu graficznego oraz
dostosowywanie go do potrzeb eksperymentu. Program stosowany w opi-
sywanych pomiarach zostal zaadaptowany przez autora do LabView wersji
7.1 i interfejsow serii M i sterownikéw Ni-DAQmx. W programie mozemy
wyr6zni¢ trzy niezalezne moduty:
— Modut sterowania i akwizycji danych
— Modut kalibracji mikrobelki
— Modut analizy danych
Modut kalibracji umozliwia zebranie widma drgan termicznych mikrobelki i
wykonanie jego analizy fourierowskiej. W module sterowania generowane sg
napiecia kierujace ruchem przetwornikow piezoelektrycznych oraz w czasie
rzeczywistym monitorowane jest wychylenie mikrobelki i wydtuzenie prze-
twornika piezoelektrycznego. W wybranym przez uzytkownika momencie do-
kona¢ mozna rejestracji krzywej sitowej. Program generuje wowczas zadang
liczbe sygnaléw napieciowych (typowa wartosé¢ to 10 000), rosngcych liniowo
do zadanej wartosci, a nastepnie malejacych, sterujacych ruchem piezostosu.
W kazdym z tych punktow jednoczesnie zbierana byta wartos¢ sygnatu z sen-
sora wydluzenia i fotodiody. Uzyskana krzywa, jesli wykazywata interesujace
cechy, byta nastepnie zachowywana. Modut analizy umozliwial przeglada-
nie zebranych danych, poréwnywanie krzywych oraz dopasowywanie modeli
sprezystosci polimerow.

W celu izolacji instrumentu od drgan umieszczono go na powietrznym

stole optycznym.

5.2. Instrument zbudowany w Uniwersytecie Mikotaja

Kopernika

W celu kontynuowania badan rozpoczetych w Duke University, jak row-
niez do wykorzystania w przyszlych badaniach, zbudowano mikroskop AFM
w Zakladzie Biofizyki i Fizyki Medycznej (Rys. 5.3). Budowa zostala sfinan-
sowana w przewazajacej czesci ze stypendium Krok w Przysztosc edycja I o 11T
jak réwniez grantu promotorskiego i srodkow statutowych Zaktadu Biofizyki
i Fizyki Medycznej. Srodki te nie byly jednak wystarczajace, by bezpo-
srednio zaadaptowadé projekt zastosowany poprzednio. W celu redukcji kosz-
tow zastosowano glowice wtasnej konstrukeji zamiast komercyjnej. Pozwolito
to jednak na tatwe dostosowanie konstrukcji do lasera potprzewodnikowego

(Schéifter+Kirchoff, 51nanoFCM). Jednostka arytmetyczna uzupetniona zo-
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stala o fotodiode kwadrantowa QP50-6-18 firmy Pacific Silicon Sensor oraz
konwerter 1/U. Zastosowano tylko jeden przetwornik piezoelektryczny, do ru-
chu w osi pionowej z oporowym sensorem wydluzenia (Physik Instrumente,
P-741, zakres ruchu 16um). Pozwolilo to uzyska¢ w pelni operacyjny in-
strument za kwote ok. 35000 PLN, czyli 1/10 ceny instrumentu komercyj-
nego. Projekt konstrukcji autor wykonal wspolnie ze starszym technikiem
Bogdanem Szymanskim, pracownikiem technicznym Zespolu Biofizyki Do-

Swiadczalne;j.

Rysunek 5.3. Instrument skonstruowany w Zaktadzie Biofizyki i Fizyki Medycznej.
A - laser, B - $wiatlowdd, C - kolimator lasera ze stolikami do pozycjonowania na
mikrobelce i ogniskowania, D - fotodioda kwadrantowa z przedwzmacniaczem i
jednostka arytmetyczna, E - pozycjonowanie fotodiody, F - §ruba mikrometryczna
zblizajaca mikrobelke do powierzchni, G - przetwornik piezoelektryczny ze stoli-
kiem pozycjonujacym, H - komérka cieczowa, I - sprezyny usztywniajace.

Instrument sktada sie z:

— glowicy zawierajacej komorke cieczowy z mikrobelka, uktad detekeji ugie-
cia mikrobelki, jednostke arytmetyczna i $rube mikrometryczna do zgrub-
nego zblizania (Rys. 5.4A)

— podstawy z piezostosem wraz z magnetycznym mocowaniem probki, umiesz-
czonym na stoliku XY (Rys. 5.4B)
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— stacji dokujacej, pozwalajacej na stabilne ustawienie glowicy i podglad

mikrobelki przez mikroskop z kamera przemystowa w celu ustawienia

plamki lasera na mikrobelce i jej zogniskowania (Rys. 5.4C).

Rysunek 5.4. Czeéci sktadowe instrumentu zbudowanego w UMK: gtowica (A),
podstawa (B) i stacja dokujaca (C)

Poniewaz dysponowano jedynie masywnymi stolikami translacyjnymi i
znaczna redukcja masy byta niemozliwa, zoptymalizowano konstrukcje pod
wzgledem sztywnosci i stabilnosci. Cala konstrukcja ma kolista geometrie
i posiada trzy punkty podparcia rozstawione na planie trojkata réwnobocz-
nego, z ktérych dwa sa ruchome. Potlgczenie glowicy i podstawy jest usztyw-
nione przez Sciagniecie sprezynami. W konstrukeji tej petla mechaniczna
wynosi 55 milimetrow. Wykorzystano komorke cieczowa do pomiaréw w
trybie kontaktowym, stosowana w mikroskopie typu Multimode firmy Ve-
eco/Bruker. Utrzymywana byta w dopasowanej prowadnicy za pomoca dwoch
plaskich sprezyn z brazu. Zastosowany laser niskoszumowy i niskospdjny
(51nanoFCM Schéfter+Kirchoff) o uktadzie kolimacyjno-ogniskujacym ktory
umozliwia zredukowanie interferencji w stosunku do typowych laseréw ko-
mercyjnych oraz precyzyjne zogniskowanie plamki lasera do rozmiaru ok. 10
um na koncu mikrobelki. Dodatkowo laser odchylony byt od pionu o 2° w celu
dalszej redukeji interferencji. Schemat konstrukeyjny mikroskopu znajduje
sie w Dodatku B.
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Przed pomiarem glowica umieszczana byta na stacji dokujacej, gdzie laser
naprowadzano i ogniskowano za pomoca stolikow translacyjnych oraz cen-
trowano fotodiode przy mikrobelce zanurzonej w buforze identycznym do
zastosowanego w eksperymencie. Nastepnie glowica przenoszona byla na
podstawe z zalozong probka, gdzie po ustabilizowaniu termicznym wykony-
wano kalibracje i rozpoczynano eksperyment.

W celu ograniczenia szumow elektronicznych zaréwno fotodiode jak i jed-
nostke arytmetycznag umieszczono na jednej plytce drukowanej i zamknieto
w ekranujacej aluminiowej obudowie, ktora poruszana byta stolikiem XY dla
wycentrowania plamki lasera. Sygnaly z jednostki arytmetycznej i sensora
wydluzenia piezostosu kierowane byly do karty pomiarowej PCI-6251 firmy
National Instruments, ktéra ma identyczna charakterystyke, jak zastosowana
w opisywanym poprzednio instrumencie karta 6259, posiada jedynie o polowe
mniej wyprowadzen. Umozliwilo to uzycie wykorzystanego poprzednio pro-
gramu, dostosowano jedynie interfejs graficzny.

W celu izolacji instrumentu od drgan umieszczono go na uktadzie dwoch
stalowych plyt traserskich, z ktorych wieksza (ok. 1000kg) ustawiona byta na
podlodze na warstwie styropianu, a mniejsza (ok. 50kg) spoczywala na detce
samochodowej. Wyzsze czestotliwosci drgan ttumione byly przez gumowe
n6zki instrumentu.

Poza pomiarami opisanymi w tej pracy doktorskiej instrument ten wyko-
rzystany zostat rowniez w badaniach nad rozwijaniem neuronalnego biatka

kontaktyny 4 [116] oraz o neureksyny (dane ztozone do publikacji).



6. Spektroskopia mechaniczna
superhelikalnego DNA

6.1. Zalozenia i metody eksperymentu

Celem naszym bylo zbadanie wtasciwosci mechanicznych struktury su-
perhelikalnej i pomiar oddzialywan miedzy molekutami DNA na poziomie
pojedynczych molekul. Opisane w Rozdziale 4 pomiary z wykorzystaniem
putapek magnetycznych umozliwialy wprawdzie znakomita kontrole skrece-
nia DNA, jednak sita rozciaggania za pomoca tego instrumentu (Dodatek A)
nie wystarcza do obserwacji denaturacji takiego uktadu. W naszych po-
miarach wykorzystaliSmy naturalnie wystepujaca strukture superhelikalng w
superskreconym plazmidzie bakteryjnym. Plazmid byt chwytany i rozcia-
gany za pomocg mikroskopu sil atomowych, analogicznie jak w przypadku
doswiadczen z DNA liniowym (Rys. 6.1). W celu zidentyfikowania krzywych
sitowych powstatych w wyniku deformacji struktury superhelikalnej wyko-
nano pomiary kontrolne na plazmidzie zlinearyzowanym, w ktorym struktura
ta zostata usunieta.

AFM stanowi idealne narzedzie do spektroskopii mechanicznej superskre-
conego plazmidu ze wzgledu na mozliwos$¢ przytozenia bardzo duzej sity roz-
ciggajacej jak i mozliwo$¢ wykorzystania wigzan niespecyficznych ostrza z
molekuty i zlotym podlozem. Zgodnie z ostatnimi badaniami, wiazania w
takim przypadku tworza sie miedzy atomami ztota i wolnymi nukleotydami
[117], a podczepione w ten sposob molekuly wytrzymuja rozciaganie z sila
nawet 500pN [99]. Wolne pary zasadowe nie sa jedynie obecne na koricach
liniowego DNA, ale wskutek tzw. DNA breathing pojawiaja sie rowniez lokal-
nie w wyniku fluktuacji termicznych w nieuszkodzonym DNA w warunkach
fizjologicznych i skali czasowej rzedu 50 ps [118]. Ujemne skrecenie obecne w
plazmidzie zwicksza nawet prawdopodobienistwo takich zdarzen i stabilizuje
powstale w ten sposob lokalne denaturacje [119]. Spektroskopia mechaniczna
AFM z wykorzystaniem wiagzan niespecyficznych jest zatem odpowiednim na-
rzedziem do badania zaré6wno DNA w postaci liniowej jaki i superskreconego
plazmidu. Poniewaz jednak wigzanie niespecyficzne nie daje mozliwosci wy-

boru miejsca podczepienia, sytuacje gdy plazmid zostanie uchwycony za obie
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Rysunek 6.1. Koncepcja pomiaru wlagciwodci mechanicznych struktury superheli-

kalnej. Stosowana w poprzednich badaniach metoda putapki optycznej (A) umozli-

wia dobra kontrole skrecenia molekul, posiada jednak zbyt mats site rozciagajaca.

Zastosowanie AFM i wykonanie poréwnawczych badan DNA liniowego (B) i koli-

stego (C) pozwala na wykorzystanie naturalnie wystepujacej struktury superheli-
kalnej w superskreconym plazmidzie.

petle plektonemu i dojdzie do rozciggania struktury superhelikalnej dotyczy¢
beda jedynie czesci wszystkich wynikéw pomiarowych.

Pomiary rozpoczete zostaly podczas rocznego stazu autora w Single Mo-
lecule Force Spectroscopy Lab, Center for Biologically Inspired Materials,
Duke University kierowanym przez prof. Piotra Marszatka a nastepnie, po
skonstruowaniu koniecznej aparatury, kontynuowane byty w Zaktadzie Bio-
fizyki i Fizyki Medycznej Instytutu Fizyki UMK. Wykorzystano kolisty pla-
zmid pUC18 w postaci superhelikalnej. Posiada on 2686 par zasadowych,
co odpowiada dhugosci ok. 913 nm. Preparatyka pUCI18 podczas badan w
Duke University wykonana zostata w laboratorium dr Piotra Mieczkowskiego
z Duke University Hospital. Zostal on namnozony w bakteriach E.coli z mu-
tacja endA i oczyszczony za pomoca zestawu “Maxi plasmid purification kit”
firmy QIAGEN. Plazmid zostatl nastepnie umieszczony w roztworze buforuja-
cym (Tris-EDTA 10 mM (pH 8) zawierajacym 150 mM NaCl) w stezeniu 50
ug/ml. W probkach kontrolnych plazmid zostal zlinearyzowany za pomoca
enzymu EcoRI. W badaniach wykonanych w UMK wykorzystano pUC18
zakupiony z firmy Fermentas, a preparatyke wykonat dr Robert Lenartowski
z Zakladu Genetyki Instytutu Biologii Ogo6lnej i Molekularnej UMK.

Jako podtoze do inkubacji wykorzystywano szkto, na powierzchni kto-
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rego naparowarne zostato ztoto (200 A) na podtozu z chromu (20 A). Przed
dodwiadczeniem ok 50 ul buforu z DNA nanoszono na powierzchni¢ zlota
i inkubowano przez cala noc, zabezpieczajac przed wyschnieciem. Szkietko
nastepnie naklejano na zelazny krazek, umieszczano na przetworniku piezo-
elektrycznym i nakrywano komorks cieczowa, uzupetniajac niedobér buforu.
Wykonano réwniez proby inkubacji na powierzchni §wiezo zdartej miki funk-
cjonalizowanej za pomoca MgCly. O ile uzyskano dzieki temu zwiekszenie
czestotliwoéci podczepiania, to znacznie rzadzie] obserwowano sity wicksze
niz 100 pN i wiekszo$¢ uchwyconych molekut DNA zrywala sie przed osia-
gnieciem przejscia denaturacyjnego.

Do zbadania linearyzacji za pomoca enzymu, stopnia zanieczyszczenia
oraz superskrecenia plazmidu wykorzystano obrazowanie w trybie kontakto-
wym za pomocg mikroskopu sit atomowych Multimode I11a firmy Veeco (Rys.
6.2). Plazmidy superskrecone i zlinearyzowane, umieszczone w buforze PBS o
stezeniu 137 mM NaCl nanoszone byty na §wiezo odslonietej warstwie miki i
inkubowane przez 5 minut. Nastepnie powierzchnie miki delikatnie sptukano
i osuszono. Obrazowanie wykonat dr Yong Jiang z Single-Molecule Force
Spectroscopy Lab.

Wykorzystujac uzyskane obrazy AFM dokonano pomiaru dtugosci zline-
aryzowanych molekul i zliczenia ilosci przeplecen w plazmidach. Analiza
statystyczna wykazuje, ze przy tym stezeniu jonéw w plazmidach wystepuje
zwykle 9 przeplecen, natomiast po rozcieciu plazmidu uzyskujemy DNA li-
niowe o dtugosci 860 nm. Weryfikacji probek dokonano takze przy wykorzy-
staniu elektroforezy zelowej.

We wszystkich pomiarach sitowych wykorzystano mikrobelki typu Micro-
lever C (MLCT-AUHW) firmy Veeco (obecnie Bruker), o dtugosci ok. 320
um 1 ksztalcie trojkata. Przed eksperymentem wykonywano kalibracj¢ mi-
krobelek metoda termiczna (Podrozdziat 3.2), uzyskujac wartosci z zakresu
0.015-0.019 N/m. Poniewaz dla DNA przejscie OS wystepuje dla okreslonej
sity 65 pN, moze ono stuzy¢ do kontroli metody kalibracyjnej [121]. W celu
oszacowania stosowanej metody kalibracji wybrano z pomiaréw na zlineary-
zowanym pUC18 10 krzywych, ktore mozna byto jednoznacznie zidentyfiko-
waé jako pochodzace z rozciggania molekul bez ograniczenia rotacji i gdzie
dlugosé plateau odpowiadata 70-80% dlugosci konturowej, co $wiadczyto o
tym, ze rozciagganie odbywalo sie¢ jedynie przy niewielkich odchytkach od
pionu i wplyw efektu kata na pomiar sity byl znikomy. Srednia wartosé
sity przejécia OS dla tych krzywych wynosi 65.3+1.1 pN, co stanowi bar-

dzo dobra zgodnosé¢ z danymi literaturowymi (Rozdzial 4) i $wiadczy, ze
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Rysunek 6.2. Obrazowanie plazmidu pUC18 za pomocg AFM - forma superskre-

cona (A) i zlinearyzowana (C). Wykorzystujac 21 zarejestrowanych obrazéw AFM

dla kazdego rodzaju probek wykonano zliczanie ilosci przeplecenn w prébkach su-

perskreconych oraz pomiary dtugosci zlinearyzowanych molekut. Obrazy A, Bi C
zaadaptowane z [120]

metoda kalibracji jest poprawna. Jednoczesnie jednak uwzgledni¢ trzeba,
ze zmiany temperatury, zaktocenia akustyczne lub niedoktadne wyznaczenie
czutosci wynikle z zanieczyszczenia podloza moga prowadzi¢ do nieznacznego
zawyzenia lub obnizenia wartosci statej sprezystosci podczas niektorych eks-
perymentéw. Poziom drgan termicznych dla stosowanych mikrobelek, przy
wykorzystaniu filtru dolnoprzepustowego o czestotliwosci granicznej 500Hz
wynosil 6.5pN RMS dla instrumentu zbudowanego w Duke University i 8.6
pN RMS dla instrumentu zbudowanego w Uniwersytecie Mikotaja Kopernika
(Rys. 6.3). Stanowi on niepewno$¢ pomiaru sity w naszych eksperymentach.
Roéznice w rozdzielczosci pomiaru sit miedzy zastosowanymi instrumentami
mozna uznaé¢ za pomijalne.

Poprzez opuszczanie glowicy za pomocg $ruby mikrometrycznej dopro-
wadzano do kontaktu mikrobelki z podlozem z sita ok. 1 nN i utrzymywano
go, pozwalajac na wytworzenie niespecyficznych wigzan miedzy ostrzem a
DNA. Nastepnie uruchamiano podprogram, ktéry wykonywal ruch przetwor-
nikiem piezoelektrycznym i oddalat probke od mikrobelki na odlegtos¢ ok.

300 nm, a potem ponownie doprowadzal do kontaktu. Ruch ten wykonywany
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Rysunek 6.3. Histogram szumu termicznego mikrobelki typu Microlever C zare-

jestrowany w buforze, w duzej odleglodci od powierzchni, przy zastosowaniu fil-

trowania dolnoprzepustowego dla czestotliwoéci granicznej 500Hz przy wykorzy-

staniu instrumentu zbudowanego w Duke University (A) i Uniwersytecie Miko-

taja Kopernika (B). Odchylenie standardowe wynosi odpowiednio 64 = 13.4pN i
op = 15.6 pN.

byl ze stala szybkoscia 400 nm/s. W wyniku otrzymywano krzywa sitowa,
ktora zapisywano, jesli mozna byto zidentyfikowaé cechy charakterystyczne
dla mechaniki pojedynczej molekuty DNA. W sytuacji, gdy po rozciggnieciu
i relaksacji molekuta nadal podczepiona byta do ostrza, oddalano o kilkana-
Scie nm probke w celu unikniecia kontaktu z powierzchnia przy nastepnym
pomiarze. Postepowanie takie umozliwia wykonywanie nawet setek kolejnych

cykli pomiaru rozciggania i relaksacji na tej samej molekule DNA.

6.2. Wyniki

Zebrano 206 krzywych sitowych z probek superskreconego i 206 krzywych

ze zlinearyzowanym plazmidu. Pod uwage brano tylko te krzywe, ktore wy-
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kazywaly obecnosé przejscia OS i przynajmniej poczatek drugiego plateau.
Odrzucono krzywe, ktore sugerowaly rozciaganie wiecej niz jednej molekuty
jednoczesnie, czyli te ktére po odczepieniu wykazywaty rozcigganie kolejnego
obiektu, jak réwniez te, ktore posiadaty wielokrotne przejscie OS (Rys. 6.4).
7 krzywych tych ponadto wyselekcjonowano podzbiory 20 przypadkow z pro-
bek superskreconych i 50 z prébek zlinearyzowanych, w ktorych obecny byt
pelny cykl rozciggania i relaksacji, umozliwiajgcy obserwacje histerezy. Po-
przez analize porownawcza danych z obu rodzajow probek dokonamy proby
identyfikacji krzywych przedstawiajacych deformacje struktury superhelikal-

nej w superskreconym plazmidzie.
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Rysunek 6.4. Przyktady krzywych zarejestrowanych na prébkach plazmidowych,

ktore nie zostaty wlaczone do analizy. Byly to krzywe, ktore nie wykazywaty cech

charakterystycznych dla DNA (A), krzywe w ktorych nie byto zakoriczenia przejscia

OS (B), krzywe wykazujace obecnos¢ wiecej niz jednego przejscia OS (C) oraz takie,

w ktérych po odczepieniu rozcigganej molekuly wciaz pozostawat zaczepiony obiekt
(D).

O ile oparcie eksperymentu o wigzanie niespecyficzne umozliwia podcze-
pianie molekut kolistych, to stanowilto jednoczesnie najwieksza jego trudnosé

ze wzgledu na brak stalych i okreslonych punktéw podczepienia. Nawet
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w przypadku DNA liniowego uzyska¢ mozna krzywe sitowe o réznym cha-
rakterze w zaleznosci od tego, czy podczepione ono jest za jedna czy dwie
nici lub tez powstale w wyniku rozciggania wielu molekut. W przypadku
plazmidoéw znaczenie ma roéwniez miejsce podczepienia na jego obwodzie.
Aby uzyska¢ krzywa odzwierciedlajaca rozcigganie dwoch skreconych ze soba
molekul DNA konieczne jest uchwycenie plazmidu dokladnie w potowie, za
konce petli. Latwo jednak zauwazy¢, ze mozliwe sg réwniez inne sytuacje.
Jesli punkty podczepienia dzieli¢ beda plazmid na nieréwne czesci, to sy-
tuacja przypominaé¢ bedzie rozcigganie dwoch molekut réznej dtugosci, a w
efekcie krzywa silowa powinna ukazywaé¢ dwa przejscia OS. Jednak jesli roz-
ciggany fragment stanowi mmniej niz 40% catego obwodu plazmidu pUC18,
czyli 360 nm, to wowczas nawet gdy rozciaggany fragment ulegnie przejsciu
OS, to wciaz bedzie krotszy niz pozostaly, nie podlegajacy naprezeniu frag-
ment (Rys. 6.5). Fragment ten nie bedzie mial wplywu na krzywa sitowa,
a tym samym zaobserwowaé¢ powinnismy tylko jedno plateau. Ponadto, jesli
nawet punkty podczepienia dzieli¢ bedg plazmid na dwie réwne czesci, ale nie
beda znajdowaé sie w petlach plektonemicznych lecz w obszarze skrecenia, to
wowczas podczas jego rozciggania superhelisa ulegnie rozwinieciu i sytuacja
przypominaé bedzie réwnolegte rozcigganie dwoch molekut.

Najwieksza czes¢ danych, zaréwno pochodzacych z probek plazmidowych
jak i zlinearyzowanych stanowiag krzywe, ktore zgodnie z wczesniejszymi ba-
daniami wykonanymi dla molekul liniowych mozna zidentyfikowaé¢ jako po-
chodzace z sytuacji, gdy rozciggana molekuta nie ma ograniczonej topologii,
czyli z plateau na poziomie ok. 65 pN i ostrym poczatkiem przejscia OS (Rys.
6.6). 7Z pozoru sytuacja taka nie powinna sie zdarzy¢ w przypadku nieusz-
kodzonego plazmidu, ktory z zalozenia ma ograniczong topologie i uzyskaé
powinnismy wytacznie krzywe z przejsciem OC na poziomie 110 pN. Jednak
w trakcie rozciggania fragmentu plazmidu uchwyconego za jeden nukleotyd
rozciggany fragment moze podlega¢ rozwijaniu poprzez rotacje wiazania pary
zasadowej, a zmiana jego T'w kompensowana bedzie przez zwijanie pozostalej
czesci molekuty (Rys. 6.5). Aby moglo dojs¢ do podwyzszenia sity przej-
Scia OS topologia musi bowiem by¢ ograniczona w rozcigganym fragmencie,
ktory jednak w opisywanej sytuacji nie stanowi calej molekuly. Poniewaz
jednak w takiej konfiguracji pelne rozdzielenie nici jest utrudnione, to mozna
spodziewaé sie, ze krzywa posiada¢ bedzie plateau na poziomie ok. 65 pN,
jednak wykazywaé bedzie ograniczona histereze, podobnie jak miato to miej-
sce podczas rozciggania konstruktu DNA zastosowanego w eksperymencie

[95]. Wsrod pieciu krzywych, w ktorych mozna zaobserwowaé relaksacje,
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Rysunek 6.5. Rozciaganie fragmentu kolistego DNA. Jesli rozciggany fragment sta-
nowi mniej niz 40% obwodu calego plazmidu to nawet po zwiekszeniu dtugosci o
70% w wyniku przejscia OS dhuzszy fragment nie bedzie mial wptywu na krzywa
sitowa. Jedli istnie¢ bedzie mozliwosé rotacji wiazania w punkcie podczepienia,
to mozliwe bedzie rozwijanie rozciaganego fragmentu a skreceniu ulegnie dluz-
szy fragment (A). Rowniez w DNA liniowym miejsce podczepienia molekuty moze
zdecydowaé, czy ulegnie ono jedynie rozwinieciu (B), czy tez dojdzie takze do
rodzielenia nici (C).

pochodzacych z préobek plazmidowych i posiadajacych plateau na poziomie
ok 65 pN jedynie jedna posiada znaczaca histereze, z przejsciem do formy
jednoniciowej po denaturacji. Poniewaz dhlugo$é¢ rozciaganego DNA w tym
przypadku przekraczata 450 nm, czyli dtugos$é¢ plazmidu pUC18 w formie su-
perskreconej, musimy przyjac, ze krzywa ta jest wynikiem rozciggania formy
zlinearyzowanej. Mozliwg przyczyna linearyzacji byto uszkodzenie powstate
podczas procesu oczyszczania plazmidu lub tez rozciecie dokonane przez igte
AFM. Przecinanie molekul DNA za pomoca AFM obserwowane byto w ba-
daniach Paula Hansmy [122|. Krzywe z przejSciem OS na poziomie ok. 65 pN
i nie wykazujgce znaczacej histerezy obecne byly rowniez w probkach DNA
zlinearyzowanego. Krzywe te mogly pochodzi¢ z rozciagania DNA, zaczepio-
nego w ten sposob, ze pozostaly fragment nie podlegajacy rozciaganiu nie
rozplata sie i jest w stanie utrzyma¢ obie nici mimo rozwiniecia.

Krzywe, ktore odpowiadaty sytuacji w ktorej topologia rozciaganego frag-
mentu jest ograniczona poprzez obuniciowe podczepienie, z przejSciem OS
na poziomie 110 pN i jedynie niewielky histerezg réwniez wystepowaly w

obu rodzajach probek (Rys. 6.7). Podobnie jak w poprzednim przypadku,
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Rysunek 6.6. Najliczniej reprezentowane krzywe sitowe zarejestrowane dla pUC18
superskreconego i zlinearyzowanej probki kontrolnej. Przejscie OS na poziomie 65
pN swiadczy, ze w przypadkach tych topologia nie byla ograniczona w rozciaga-
nym fragmencie. Przypadki, gdy histereza rozciagania i relaksacji jest znaczna i
dochodzito do petnej denaturacji zaobserwowano w probkach zlinearyzowanych (A),
natomiast w prébkach superhelikalnych zaobserwowano jedynie jeden taki przypa-
dek (B). W przypadkach tych molekula posiadata zapewne uszkodzenia. Krzywe
wykazujace jedynie minimalna histereze i sugerujace rozciaganie bez ograniczenia
topologii i mozliwosci pelnej denaturacji pojawialy sie w obu probkach (C i D).
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Rysunek 6.7. Krzywe silowe posiadajace przejscie OS na poziomie 110 pN i nie
wykazujace histerezy, zidentyfikowane jako pochodzace z molekul o ograniczonej
topologii.

krzywe takie mozna uzyska¢ podczas rozciggania plazmidu, gdy rozciagany
fragment jest na tyle krotki, by pozostata jego cze$¢ nie miata wplywu na
krzywa sitowa.

Pomimo ze opisane przypadki stanowitly dominujgca czes$¢ zgromadzonych
danych, to jednak zaobserwowano tez wiele krzywych, gdzie sita przejscia
OS przekraczala, niekiedy nawet wielokrotnie, sity uzyskiwane podczas roz-
ciggania molekut o ograniczonej topologii. Jakkolwiek trudno znalez¢ ich
jednoznaczng interpretacje (Rys. 6.9), to przyja¢ mozna, ze jest to wynik
sytuacji, w ktorych dojdzie do uchwycenia dwoch lub wiecej molekut DNA.
Dochodzi wowczas do zwielokrotnienia sity koniecznej do przejécia OS, co
zaobserwowano w pierwszych badaniach z wykorzystaniem sond $wiattowo-
dowych w postaci krzywej posiadajacej dwa przejscia OS [87|. Pierwsze z tych
przejsé jest na poziomie 65 pN, natomiast drugie zachodzi dla sit dwukrotnie
wiekszych - 65pN+-65pN = 130pN. W opisanej sytuacji rozciggane molekuty
mialy rozna dhigo$é co prowadzilo do wyraznego rozdzielenia przejsé¢ OS
dla kazdej molekuty. Mozna sie jednak spodziewac, ze sytuacja taka bytaby
trudniejsza do zidentyfikowania, gdyby molekuty mialy zblizona dtugosé. W
moim eksperymencie udalo sie zaobserwowac taka sytuacje (Rys. 6.8). W se-
kwencji krzywych poczatkowo obserwowano krzywa o przejéciu OS na pozio-
mie 160 pN, o czeSciowej histerezie. Po kilkukrotnym rozciggnieciu nastapito
odczepienie, jednak krzywa powrotna wskazywala, ze nie byto ono catkowite.
Kolejne krzywe cechowato plateau na poziomie 80 pN i nieznaczna histereza.
W czasie kolejnych cykli doszto do ostatecznego odczepienia i utraty mole-
kuty. Na podstawie tej sekwencji ustali¢ mozna, ze plateau OS w pierwszej

krzywej jest, podobnie jak w przypadku dwoch podczepionych w ten sam
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sposob molekul, efektem sumowania sit 80pN + 80pN — 160 pN. Na pod-
stawie ksztaltu krzywych mozna przyjac, ze rozciagane byty molekuly bez
ograniczenia topologii, a obserwowana wyzsza wartos¢ sity (80 pN zamiast 65
pN) wynika z niepewnosci kalibracji mikrobelki. Diugosé¢ plateau przejécia
OS w trakcie calej sekwencji odpowiadata ok. 70% dtugosci poczatkowej,

zatem wplyw efektu kata moze zosta¢ wykluczony.
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Rysunek 6.8. Sekwencja krzywych uzyskanych dla probki pUC18 zlinearyzowa-
nego, ukazujaca rownolegte rozciggniecie dwoéch molekut zblizonej dtugodci, odcze-
pienie jednej z nich i nastepnie rozciggniecie jednej pozostatej molekuty. Na wy-
kresie wewnetrznym zestawiono przejscia OS. Poziom sity przejécia OS dla dwoch
rozcigganych molekut jest dwukrotnie wickszy niz w przypadku jedne;j.

7. sekwencji tej wywnioskowa¢ mozna, ze w przypadku gdy rozciggane
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rownolegle molekuty maja zblizong dlugo$é, to uzyskana krzywa sitowa be-
dzie trudna do jednoznacznej identyfikacji. Przypominaé¢ bowiem bedzie ty-
powg krzywa uzyskiwana przy rozcigganiu DNA, jednak mierzone beda nie-
typowe wartodci sity przejscia OS. Przyja¢ mozna, ze analogiczna sytuacja
bedzie mie¢ miejsce rowniez w przypadku réwnoleglego rozciagania molekut
o ograniczonej topologii. Tym samym mozna spodziewac sie krzywych, ktore
w wyniku sumowania sil przej$¢ OS beda mialy plateau na poziomie:

— 65+65=130 pN

— 65+110=175 pN

— 110+110=220 pN

Mozna zatem uznaé, ze krzywe, ktorych plateau przekracza znacznie poziom
110 pN to efekt réwnolegtego rozciagania przynajmniej dwoch molekul, ktore
miaty zblizong dlugosc¢ i odczepily sie w tej samej chwili z punktu widzenia
skali czasowej eksperymentu. Dokladna interpretacje poszczegoélnych przy-
padkow utrudnié moga niepewnosci kalibracji statej sprezystosci i efekt kata,
jak rowniez mozliwos¢ uszkodzenia badanych molekut przez proces przygoto-
wania probki lub ostrze mikrobelki AFM. Tym tez mozna wyjasni¢ znaczne

rozbieznosci w sitach przejscia OS i histerezie w zarejestrowanych krzywych.
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Rysunek 6.9. Przyktady krzywych pochodzacych z prébek superskreconego pla-

zmidu, w przypadku ktérych nie mozna znalezé jednoznacznej interpretacji i o sile

przejicia plateau z zakresu 110 - 220 pN. Wéréd krzywych tych nie mozna znalezé

typowych cech charakterystycznych i pochodza prawdopodobnie z rozciagania kilku
molekut.

Mozna rowniez wysunaé hipoteze, ze aby uzyskaé¢ opisang powyzej sy-
tuacje nie jest konieczne uchwycenie dwoéch oddzielnych molekut. Pojedyn-
cza liniowa molekula moze zosta¢ uchwycona i rozciagnieta w postaci petli,
gdy jest to kolisty plazmid, lub tez gdy wolne konce przyczepione sy do
podtoza. Poniewaz rozciagane fragmenty beda zblizonej dtugosci i podlegaé
beda jednakowym naprezeniom, to rozciggane helisy nie beda mogty sie ob-
racaé. Zatem sytuacja ta odpowiadaé¢ bedzie rozcigganiu dwoch topologiczne

ograniczonych molekut, prowadzac do plateau na poziomie 220 pN. Ponie-
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waz petla zaczepiona jest tylko za jedno wiazanie wolnej pary zasadowej,
jego zerwanie oznaczatoby catkowita utrate molekuty, zamiast stopniowego
odczepiania poszczegblnych molekut jak miato to miejsce w przypadku se-
kwencji z rysunku 6.8. W szczegdlnym przypadku za korice petli plektonemu
moze zostaé¢ rozciagniety kolisty plazmid, co rowniez wiazaé sie bedzie z to-
pologicznym ograniczeniem obu rozcigganych fragmentéow i przejéciem OS

zachodzacym dla sity nie mniejszej niz 220 pN (Rys. 6.10).

Rysunek 6.10. Sytuacje, w ktorych podczas rozciggania DNA liniowego (A,B) i
kolistego (C,D) dochodzi¢ moze do powstania krzywych o plateau przejscia OS
wystepujacym dla sit przekraczajacych 110 pN.

Celem ilo$ciowego poréwnania réoznic w mechanice molekut kolistych su-
perskreconych i zlinearyzowanych oraz zidentyfikowania krzywych pochodza-
cych z rozciggania struktury superhelikalnej w plazmidzie zmierzono $rednie
sity plateau przejscia OS dla wszystkich 206 krzywych (Rys. 6.11). Na-
stepnie zestawiono ich wartoSci w histogramach. Mozna zauwazy¢, ze w
przypadku probek zlinearyzowanych zarejestrowano jedynie niewielkg liczbe
krzywych z przejéciem OS zachodzacym dla sit przekraczajacych 130 pN.
W proébkach superhelikalnych mamy do czynienia z przeciwng sytuacja - dla
znacznej czesci krzywych przejécie to znajduje sie w zakresie 130-330 pN.
W szczegoblnosei histogram uzyskany dla probek superskreconych wykazuje

obecno$¢ piku dla sit z zakresu 240-250 pN, ktory jest zupelnie nieobecny
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w probkach zlinearyzowanych. Krzywe (26 przypadkow) odpowiedzialne za
powstanie tego piku obserwowane byty poza jednym przypadkiem wytacznie
w probkach plazmidow superskreconych i na potrzeby nastepujacej analizy

nazwiemy ja grupa S.
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Rysunek 6.11. Histogramy sit przejscia OS w krzywych zarejestrowanych dla pro-

bek plazmidu superskreconego i zlinearyzowanego. Mozna zauwazyé, ze dla pro-

bek superskreconych wystepuje przesuniecie ku wyzszym sitom. Strzatka wskazuje

obecnosé piku, ktérego brak w przypadku prébek zlinearyzowanych. Jego obecnoéé

sugeruje, ze w doswiadczeniach dla préobek superskreconych rozciaggane byty struk-

tury DNA wykazujace znacznie wiekszy opo6r niz spotykane w probkach z DNA
liniowym.

Krzywe z grupy S (Rys. 6.12) posiadaja przejscie OS zachodzace dla
bardzo wysokich sil ($rednia warto$é¢ przejscia OS - 250pN przy odchyle-
niu standardowym sredniej 6 pN). W przypadkach, gdy udato sie pomyslnie
zaobserwowac ich relaksacje, obecna jest jedynie minimalna histereza. Krzy-
wych takich nie obserwowano w zadnym z poprzednich badan DNA liniowego
przy uzyciu spektroskopii mechanicznej. Brak takich krzywych w prébkach
plazmidow, ktore zostaly zlinearyzowane sugeruje, ze to superskrecenie jest
cecha kluczowa do ich zaobserwowania. Gdyby krzywe te byly wylacznie
rezultatem rozciagania kilku molekul, to wowczas obserwowane bylyby w
obydwu rodzajach probek. Nalezy tez zwroci¢ uwage na fakt, ze zakres sit
przejScia OS w tych krzywych znacznie przekracza wartos¢ 220 pN, stano-

wigca proste podwojenie sity mierzonej przy rozciaganiu dwoch molekul z
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ograniczona topologia. Sugeruje to, ze krzywe te powstaly w wyniku roz-
ciggania konfiguracji molekut DNA, w ktorej odksztatceniu ulegaja nie tylko
podwdjne helisy DNA, ale pojawia sie réwniez dodatkowy opér, ktorego prze-

zwyciezenie wymaga sity ok. 30 pN.
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Rysunek 6.12. Krzywe wystepujace wytacznie w probkach superskreconych, cha-
rakteryzujace sie przejéciem OS zachodzacym dla sit w zakresie 240-260pN.

6.3. Analiza danych

[losciowo sztywnos¢ rozciaganych polimeréw mozna oszacowaé poprzez
dopasowanie do krzywej sitowej (Rys. 6.13A,B) modelu sprezystosci ma-
kromolekut (Podrozdz.1.4). Dla pietnastu wyselekcjonowanych krzywych z
grupy S jak réowniez typowych krzywych pochodzacych z rozciagania DNA
liniowego wykonano zatem dopasowanie modelu eWLC (wzor 1.21). Ugzy-
skane wartosci dtugosci persystentnej [, i moduly sprezystosci polimeru na
jednostke jego dlugosci ® zebrano w tabeli 6.1. Dopasowanie to, z racji
znacznego w naszej metodzie szumu termicznego obarczone byto znacznym
rozrzutem wynikow, zwtlaszcza w przypadku probek superhelikalnych. Jed-
nak mozna zauwazyé¢, ze krzywe z grupy S posiadaly znacznie mniejszg

dtugos¢ persystentna (8.88 nm) od krzywych DNA liniowego (50.13 nm).
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We wezesniejszej pracy [11] dane pochodzace z rozciggania superhelikalnego
DNA rowniez wskazywaly na mniejsza dtugosé persystentna niz w przypadku
zar6wno jednej jak i dwoch molekul (Rys. 4.12) jednak nie wyznaczono jej
wartosci dla tego przypadku. Celem poréwnania dokonano ekstrakeji danych
programem PlotDigitizer (http://plotdigitizer.sourceforge.net/)iwy-
konano dopasowanie modelu WLC (wzor 1.18). Uzyskany wynik dlugosci
persystentnej 9.61 nm jest w bardzo dobrej zgodnosci z wynikami uzyska-
nymi dla krzywych z grupy S. Potwierdza to nasza hipoteze, ze krzywe z
grupy S powstaly w wyniku rozciggania pojedynczych molekut DNA w po-
staci zamknietych plazmidoéw, uchwyconych za petle plektonemu, w wyniku
czego deformacji ulega struktura superhelikalna. Analiza tych krzywych po-
zwoli zatem na zbadanie wlasciwosci mechanicznych struktury superhelikal-

nej DNA, co stanowi temat tej pracy doktorskiej.

Lp. Superskrecone | Zlinearyzowane
L [nm] | @ [pN] [, [nm] | @ [pN]
1 4,43 687,4 49.89 | 4415
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 77,1 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. Wartosci dtugosci persystentnej [, i moduly sprezystosci polimeru na
jednostke jego dtugosci ® uzyskane z dopasowania modelu eWLC do krzywych
sitowych rozciagania superskreconych i zlinearyzowanych plazmidéw.

Dopasowanie modelu eWLC dostarcza takze informacji o wlasciwosciach
mechanicznych struktury superhelikalnej w zakresie entalpicznym. W poréw-
naniu z krzywymi powstalymi w wyniku rozciggania DNA liniowego rozcia-
gana struktura superhelikalna wykazuje ok. trzykrotnie wicksza sztywnosé

(Tabela 6.1). Poniewaz przy jej rozciaganiu konieczna jest réwniez wyzsza
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Rysunek 6.13. Przyktady dopasowania modelu eWLC do krzywej pochodzacej z

rozciggania DNA liniowego (A) i superskreconego (B) oraz poréwnawcze dopa-

sowanie za pomoca modelu WLC (C), wykonane dla krzywej sitowej struktury
superhelikalnej uzyskanej za pomoca putapki magnetycznej [11].
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sita aby wymusié¢ przejscie OS, mozna tym samym wnioskowa¢, ze struktura
superhelikalna zwieksza odporno$¢ DNA na odksztalcenia.

Mozna postawi¢ hipoteze, ze u podloza zwiekszonej odpornosci na od-
ksztalcanie stoi zaciskanie sie helisy podczas jej rozciagania. Obserwacja ta
stanowi podstawe konstrukcji nici i lin. Skrecenie pozwala bowiem nie tylko
na wysnuwanie nici o nieograniczonej dtugosci przy wykorzystaniu krotkich
fragmentow przedzy, ale rowniez zwieksza jej wytrzymato$é¢ w poréwnaniu
z rOwnolegle rozciaganymi wioknami. W wyniku zaciskania rozciaganej he-
lisy, znaczaca cze$¢ sity rozciagajacej rozpraszana jest poprzez zgniatanie
wlokien i tarcie miedzy nimi. Mimo, ze sytuacja ta znana jest z obiektow
makroskopowych, to pewna analogie do tej sytuacji mozna zauwazy¢ rowniez
w przypadku rozciagania pojedynczej molekuty superhelikalnego plazmidu.
Rozciagana w mikroskopie sit atomowych superhelisa, po wyjsciu z zakresu sit
entropowych i wyprostowaniu, bedzie sie zaciska¢, a fragmenty DNA beda do
siebie zblizane. Zatem odksztalcane beda nie tylko obydwa fragmenty mo-
lekuty, ale deformacjom podlegaé¢ bedzie réwniez struktura superhelikalna.
Poniewaz jednak tancuch fosforanowo - cukrowy posiada niezwykle silny ta-
dunek (Podrozdzial 1.3), to zblizane do siebie fragmenty beda sie odpychac.
Dokonujac uproszczenia i traktujac superhelise jako konstrukcje ztozong z
czterech przegubowo polgczonych pretow, ktorej deformacja powoduje $ci-
skanie sprezyny mozna przeprowadzi¢ analize wektorowa tej sytuacji (Rys.
6.14). Kat ¥ o wierzchotku pomiedzy pretami stanowi tutaj odpowiednik
kata oplecenia (braiding angle), ktorego wartos¢ uzalezniona jest od liczby
opleceri w superhelisie [11, 12]. Sita odpychania Fo poprzez projekcje na

kierunek preta/polimeru w kierunku sity rozciagajacej I’ ma wartosé

FC = FRCtg(ﬁ) (61)

i ma wzgledem niej przeciwny kierunek. Zatem wytworzeniu naprezenia
DNA koniecznego do wymuszenia przejscia OS przeciwstawiac si¢ bedzie wza-
jemne odpychanie helis. W efekcie mierzona sita przejécia OS w rozcigganym
superhelikalnym DNA powinna by¢ wieksza niz w przypadku réwnoleglego
rozciggania dwoch molekul, czyli 220 pN. Jest to zgodne z wynikami do$wiad-
czalnymi, poniewaz $rednia sila tego przejécia dla krzywych specyficznych dla

probek superhelikalnych wynosi 250 pN zamiast spodziewanych 220 pN.
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Rysunek 6.14. Uproszczona analiza rozktadu sit w skreconych i rozciaganych mole-

kutach DNA. Zaciskanie superhelisy (dla uproszczenia przedstawionej jako helisa),

ktorej elementy odpychaja sie moze by¢ przyblizone jako konstrukcja przegubowo
potaczonych pretéw, zaciskajaca sie pod wpltywem sity rozciagajacej F.

Wykorzystujac fakt, ze przejécie OS zachodzi dla $cisle okreslonej sity
mozemy oszacowaé site oddzialywania miedzy molekutami DNA. Bedzie to
roznica wartosci sity przejscia OS dla dwoch ograniczonych topologiczne i
rozciaganych rownolegle molekut i Srednia wartoscia sity przejécia OS w za-
rejestrowanych krzywych. Roznica ta wynosi 30 pN i stanowi miare oddziaty-
wania miedzy fragmentami DNA | zmierzonego po raz pierwszy w naszym eks-
perymencie na poziomie pojedynczych molekut. Poniewaz nie jest mozliwe
ustalenie, jakie wartosci przyjmuje kat oplecenia «, przyjmiemy ze Fo = Fg.
Zaktadajac, ze oddzialuja ze sobg potowki plazmidu, stanowiace fragmenty
o dlugosci 450 nmm uzyskamy site na jednostke dlugosci DNA 0.07 pN/nm.
Mozna poréwnacé ten rezultat z wynikami uzyskanymi w pomiarach makro-
skopowych sit oddzialywain DNA-DNA za pomoca metody ci$nienia osmo-
tycznego |41, 37], przedstawionych na Rys. 1.6 (gdzie 1072N/m = 1pN/nm).
Uzyskany w naszych pomiarach wynik 0.07 pN/nm miesci sie w mierzonych
zakresach sit. W pomiarach makroskopowych oddzialywanie takie mierzono
w molekutach zblizonych na odleglo$¢ miedzyosiowa ok 6.7 nm. Stanowi to
bardzo dobra zgodno$¢ z pomiarami szacujacymi efektywna srednice DNA
na 6 nm w buforze 100 mM NaCl (Rys. 1.5), czyli w warunkach bardzo
zblizonych do naszego eksperymentu. Sugeruje to, ze rozciggana struktura

superhelikalna silnie zaciska sie podczas rozciagania w wyniku czego dupleksy
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znajduja sie w minimalnej dopuszczalnej w danych warunkach odlegtosci.
Rezultaty te potwierdzaja réwniez wyniki uzyskane podczas skrecania du-
pleksow DNA za pomoca putapek magnetycznych i w symulacjach [12]. W
wyniku wielokrotnego skrecania dupleksow DNA 6 nm stanowilo minimalng
odlegtos¢ miedzyosiows, jaka udato sie uzyska¢ przed uformowaniem plekto-
nemu. Zastosowana po raz pierwszy metoda pomiaru pozwala zatem uzyskaé
rzeczywiste wartosci sit oddzialywan DNA-DNA w zakresie sil niedostepnym

dla innych metod stosowanych w biofizyce pojedynczych molekul.

6.4. Wnioski

Zastosowana w naszych badaniach spektroskopia mechaniczna AFM su-
perskreconych plazmidow moze zostaé¢ zatem z powodzeniem wykorzystana
jako metoda badan mechaniki superskreconego DNA i oddzialywan miedzy-
molekularnych na poziomie pojedynczych molekut. W dalszych badaniach
uzasadnione bedzie wykorzystanie topoizomeraz w celu kontroli stopnia skre-
cenia plazmidu jak réwniez wykonanie eksperymentu w réznych roztworach
lub tez ich modyfikacja w trakcie trwania eksperymentu. Konieczna jest takze
proba oszacowania kata oplecenia za pomoca obrazowania AFM. W naszych
badaniach wykorzystaliémy obecno$¢ sity przejscia OS jako charakterystycz-
nej wielkosci umozliwiajacej analize porownawcza. Analiza w zakresie sit
powyzej przejscia OS jest jednak réwniez mozliwa dzieki zastosowaniu modeli
sprezystosci polimerow.

Uzyskane dzieki naszej metodzie wyniki wnoszg réwniez cenne informacje
do zrozumienia organizacji materiatu genetycznego w komorkach. Struktura
superhelikalna stawia wiekszy opor odksztalceniom mechanicznym niz DNA
liniowe czy nawet dwie rownolegle molekuly. W szczegdlnosci zas, wiek-
sza sila konieczna jest dla wystapienia przejécia OS. Ostatnie eksperymenty
dostarczyly znaczacych dowodéw, ze podczas tego przejscia dochodzi do de-
naturacji DNA [94]. Jesli scalkujemy krzywe sitowe rozciagania to mozemy
uzyska¢ prace E wykonana na molekule podczas jej odksztalcenia (Rys 6.15).
Jak mozna zauwazy¢, ograniczenie topologii i skrecenie molekul znacznie
podwyzsza energie potrzebng do denaturacji. Dzigki temu material gene-
tyczny jest dodatkowo chroniony przed uszkodzeniem w wyniku naprezen

jakie moga oddziatywaé¢ na komorki bakteryjne.
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Rysunek 6.15. Zestawienie krzywych sitowych powstatych z rozciggania DNA linio-

wego ograniczonego topologicznie i DNA superhelikalnego (A) i pracy koniecznej

do deformacji obu tych obiektow (B) uzyskanej poprzez scatkowanie krzywych z
wykresu (A). Porownywane molekuly posiadaly zblizong dtugosé.

Ponadto, obecnos¢ niewielkiej histerezy we wszystkich zarejestrowanych
krzywych sitowych wskazuje, ze w stosunkowo niewielkiej skali czasowej na-
szego eksperymentu (ok. 1 ms) DNA o ograniczonej topologii i skrecone
potrafi stosunkowo tatwo i szybko odtworzy¢ swoja pierwotna strukture, bez
koniecznosci angazowania enzymow. Obie powyzsze obserwacje sugeruja, ze
obecno$c¢ skrecenia w plazmidach i chromosomach bakteryjnych nie stuzy wy-
tacznie organizacji materiatu genetycznego w maltej objetosci, ale jest istotna
takze dla jego ochrony.

Zwiekszona odporno$¢ struktury superhelikalnej na odksztalcenie moze
by¢ réwniez wykorzystana w bionanotechnologii. DNA, z racji obecnosci
narzedzi do modyfikacji swojej struktury w postaci enzymoéw jak réwniez
unikalnej cechy jaka jest mozliwos¢ zapi