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Uvod

1.1 Pregled

grupama. Kada su otopljeni u polarnom otapalu polielektrali disociraju u

poliion koji mo®e nositi i preko 1@ naboja i mno2tvo protuiona male mase
i valencije. Prostorno urezenje tih sustava (struktura PE otopingovisi o struk-
turi poliiona, valenciji protuiona i o vrsti dodanog elektrdita. Zna£ajni napori
se ula®u u istralivanja PE zbog raznovrsnih tehni£kih primjenadenska terapija,
genski £ipovi, sekvenciranje DNA, biokompatibilni materija)i [1l 7] koje se mogu
dalje razviti na osnovi novih bazi£nih spoznaja. Dugodose®noSbulombovog me-
zudjelovanja isprepli¢e utjecaje konformacije poliiona iaspodijele protuiona 2to
rezultira mnogim efektima koji odrezuju PE bitno razlifitima od neutralnih PE.
Naime, istra®ivanje jednog od podsustava, npr. atmosfere protma, neizostavno
ukljuEuje poznavanje konformacije poliiona. S druge straneje2avanje konfor-
macije poliiona uvelike ovisi i 0 poznavanju parametara pratonske atmosfere.
Supstancijalna razlika ovih dvaju pristupa je sljedec¢a: istra?anja dinamike sus-
tava pru®aju ponajvi?e informacija o atmosferi, dok strukturra istra®ivanja najvize
govore o konformaciji poliiona. Primarni aspekt ovoga rada jestra®ivanje dina-
mike atmosfere, uz ufinjenu usporedbu s rezultatima struktuiim istra®ivanja koje
nalazimo u literaturi.

Fizika polimera razvila je modele koji opisuju konformacijpolimera, koje ¢emo
iskoristiti kao uvod u ziku poliiona. U modelu idealnog lancapolimer se sastoji
od N monomera mezusobno povezaniN 1 vezom £ija usmjerenost u prostoru je
nasumi£na. Kuhnov model ukljufuje kratkodose®ne interake&jmonomera i droi
lanac lokalno rigidnim te je stoga svakako bli° realnim polonima. U modelu
crvolikog lanca eksibilnost se mjeri duljinom ustrajnostiL , koja je jednaka uda-

P olielektroliti (PE) su polimeri koji se sastoje od monomera s iomabilnim

1




POGLAVLJE 1. UVOD

lienosti izmeZu dva najbli®a monomera £ija prostorna orijergcija nije korelirana.

Ovo su modeli koji prou£avaju konformaciju pojedingog landaez uzimanja u obzir
utjecaja ostalih lanaca. Mezutim i oni utje£u na koformacijupojedinog lanca. Za
niske koncentracije poliiona karakteristiEne duljinske skalpoliiona su manje od
udaljenosti izmezu susjednih poliiona te stoga poliioni nisu u kbaktu ve¢ svaki

zauzima svoj odreZzen volumen. Takva otopina se naziva razigna. PoveCanjem
koncentracije se poliioni po£inju mezusobno ispreplitati. Tavu otopinu nazivamo

polurazrijezenom, a njenu koncentraciju grani£nons*. Koncentracija poliiona ne
utje£e samo na njegovu konformaciju nego i na njegov potertij Opis potencijala,

tj. raspodijele protuiona - gusto¢e protuionske atmosfere prida u domenu zike

polielektrolita. U njoj postoje dva glavna razlifita pristupa. Povijesno prvi, iz

1951. godine se temelji na rje2enju Poissonove jednad®be uz uaije u obzir Bol-

tzmannove statistike protuiona. Kako je egzaktno rje2enje Peson-Boltzmannove
(PB) jednad®be bilo dobiveno samo za jedan posebni sluEaj, nayistup, iz 1969.

godine, bio je utemeljen na zikalno motiviranim pretpostakama [8[9] proiza2lim

prvenstveno iz eksperimentalnih saznanja o PE.

Osmotski tlak polielektrolita se po£inje mjeriti jo?2 30.-tih godina pro2log sto-
lje¢a [10]. Osmotski tlak je odrezivan razlifitim tehnikama dobivene vrijednosti
su u jednome svakako mezusobno konzistentme [L1113]. Naime, iemgni osmotski
tlak je o£ekivano reguliran koncentracijom protuiona, alje manji nego za jednos-
tavne elektrolite odgovaraju¢e ionske jakosti. To se protumad na nafin da poli-
ion zarobljava dio protuina u svojoj blizini te su ovi efektivio osmotski neaktivni.
1950.-tih godina rje2avanjem PB jednad®be Lifson i Katchalskil(K) [L4}15] poku-
2avaju teorijski predvidjeti potencijal polielektrolita te iz njega dobiti taj umanjeni
osmotski tlak. Oni odrezuju egzaktno rje2enje PB jednad®be za Iskonafno dugi
2tap u cilindriEnom potencijalu, s rubnim uvjetom nule gradjenta potencijala iz-
mezu susjednih, paralelnih poliiona. LK rje2enje opisuje polinsku atmosferu £ija
gusto¢a opada udaljavanjem od poliiona 2to i je njena glavna kakteristika. No,
rie2enja PB jednad®be u aproksimaciji srednjeg polja naboje uniaju kao tofke i
ne mogu uzeti u obzir njihovu valenciju kao ni korelacije izevu protuiona. Stoga
je 1969. Manning uveo dvozonski model koji se sastoji od volumekageg okupira
poliion s pripadnim protuionima te vanjskog volumena]8]. Uviavaju¢i Oosawino
vizenje [9[16] Manning je umjesto beskona£no tankog modelaaavpoliion kona£-
nih dimenzija [17]. Jako nabijeni poliioni kondenziraju potuione u svojoj blizini,
te oni ne doprinose osmotskom tlaku dok preostali slobodni protuni doprinose.
Udio tih (ne)kondenziranih iona ovisi samo o gusto¢i naboja pana. Ovaj je mo-
del u stanju objasniti zaEuzujute velik raspon eksperimentamipodataka. Jedan
problem s MO (Manning-Oosawa) modelom je 2to udio kondenzirém protuiona
ovisi samo o linearnoj gusto¢i naboja poliiona dok mnogi eksp@aentalni rezultati
pronalaze i ovisnost o koncentraciji poliiong [18,19].

Daljnji razvoj PB teorija po£inje pristupom numeri£kog rie2aanja nelinearne




1.1. PREGLED

PB jednad®be, s najintenzivnijom aktivno2¢u krajem 1990.-ih po£etkom 2000.-
tih godina. S ciljem opisivanja i razrijezenih otopina dvostajski model su 2001.
razvili Deshkovski i suradnici[[20]. Nakon toga su 2006. Antypov i sadnici [21]

razvili optimizirani LK model koriste¢i postupak minimiziranja slobodne energije
sustava. Netz je 2003. unaprijedio Manningov model te ugradiormodel i ovisnost
udjela kondenziranih protuiona o koncentraciji poliionaZ2[23] 2to su rezultati koje
je potvrdio i raEunalnim simulacijama molekularne dinamike

Modeli su u vetini sluEajeva orijentirani na podrufje viéih kozentracije PE
£ime prate mogu¢nosti glavnine eksperimentalnih tehnika, iptarno osmometrije
i raspr?enja X-zraka (SAXS - small-angle X-ray scattering). U podryf koncen-
tracija ispod 10 mM tehnike kojima raspola®emo u laboratorijuna Institutu za
ziku, konduktometrija i dielektriEne spektroskopije (DS) mogu dati zna£ajan do-
prinos stvaranju sveobuhvatne slike PE u razlif£itim re®imima. [3 omoguc¢ava pro-
ufavanje prote®nosti protuionske atmosfere. Speci £no, rddsacije u sustavu PE
koje se uofavaju u MHz podru£ju se povezuje s gibanjem protuioasktmosfere,
mezutim istraliva£i se ne sla®u oko skale na kojoj dolazi do rela&cije niti oko re-
laksacijskog entiteta, tj. upitno je da li je gibanje protuiorske atmosfere u smjeru
du® ili okomito na poliion kao i da li u njemu sudjeluju Manning kondenzirani
ili slobodni protuioni. Zna£ajno je 2to se iz karakteristitnog remena relaksacije
mo°e odrediti karakteristiEna duljinska skala relaksacijskognéiteta. Naime, to je
inducirani dipol koji nastaje izmje?tanjem ionske atmosfere uanosu na poliion
pod utjecajem vanjske pobude i difuzno kretanje iona koji £&ntaj dipol odvija
se prema Einsteinovoj difuzijskoj jednad®bi[[24]. Dakle, DS dajkarakteristiEnu
skalu toga dipola, a time i 2irinu potencijalne jame oko poliina [25].

Istra®ivanja na kojima se bazira ovaj rad zapo£feta su na otoping DNA s
natrijevim protuionima. Prvi radovi su se fokusirali na odrezianje karakteris-
tiEne duljine poliiona [26[28]. Za polurazrijezenu otopim NaDNA pronazene su
dvije relaksacije, a ovisno o koncentraciji (monomera) DNA:01 mM @c @ mM
njihovo karakteristifno vrijeme je u rasponu 5103 5 10 s, odnosno za vi-
sokofrekventu relaksaciju 1 10 8s. KarakteristiEno vrijeme visokofrekventne
relaksacije odgovara karakteristiEnoj duljini 3xm @L @50 nm. Ovisnost te du-
ljine o koncentraciji L Ec %° povezala jeL s , de Gennesovom korelacijskom
duljinom [29] koja mjeri udaljenost izmezu poliiona. Isti susta je istra®ivan i
SAXS tehnikom te je izmjerena karakteristiEna duljina koja je 2 puta ve¢a od
one dobivene DS-om[30]. Najja£i signal u SAXS ¢e dati ona struk#ukoja ima
neku pravilnost u sustavu, a najja£i raspr?ivat je atom s najveciaomskim bro-
jem, 2to je u tom sustav fosfor iz fosfatne grupe s DNA. Stoga je najramnije
pretpostaviti da karakteristiEna skala izmjerena SAXSom predstdja udaljenost
izmezu DNA poliiona, tj. korelacijsku duljinu. Dakle udaljerost meZu poliionima
je 2 puta veta od prote®nosti potencijalne jame, tj. protuionske tenosfere oko
poliiona. No, iznos 2rine potencijalne jame je u jako dobrom Jantitativnom
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slaganju s Debye-Huckelovom (DH) duljinom zasjenjenja. Ovi kaepti su pro-
vjereni i mjerenjima na DNA otopinama s dvovalentnim protuimima. Naime,
kako DH duljinu zasjenjenja de niraju samo nekondenzirani, Mnning slobodni
ioni, prote®nost atmosfere ¢e biti druk£ija dok korelacijska wjina ostaje ista za
iste koncentracije - 2to smo i eksperimentalno pokazali za dvdeatne magnezi-
jeve i manganove ione. Ovom usporedboia i Mg? sustava su potvrZzene i
Manningove vrijednosti udjela slobodnih i kondenziranih prmiona.

Manning udjele smo izravnije proufavali konduktometrijom PE ta mjerenja
zapravo proizlaze iz DS rezultata - jer se uzima vrijednost ingglancije otopine na
samo jednoj frekvenciji (negdje izmezu 10 kHz -1 MHz). Vodljisi polielektrolita
je usko vezana s podjelom protuiona na kondenzirane i slobodi3d] jer se u pri-
sustvu elektriEnog polja kondenzirani protuioni gibaju zagno s DNA poliionom
te ne sudjeluju u vodljivosti - sliEno kao pri mjerenju osmotskogldka. Stoga
mjerenje vodljivosti mo°e doprinijeti razumijevanju raspogele protuiona i efekta
kondenzacije. U najosnovnijem modelu vodljivost je propomnalna koncentraciji
slobodnih naboja i njihovoj pokretljivosti u otopini. Prvi na? rezultat dobiven
konduktometrijom jest neovisnost vodljivosti 0 stupnju polimeizacije DNA, tj.
polidisperzni i monodisperzni uzorci pokazali su istu molarnuodljivost. Postoji i
teorijski rad, Manningov model [32] koji predviza neovisnostadljivost o stupnju
polimerizacije. Zamijetili smo i opadanje ekvivalentne vdgvosti za 20% pri sma-
njenju koncentracije za red velifine, za oba sustava, i polggierzni, polurazrijezeni
i monodisperzni, razrijezeni, pa £ak i za sustav s jednovalertm natrijevim i dvo-
valentnim magnezijevim protuionima. Primije¢eni pad se domée kvantitativho
sla®e s Netzovim modelon[22,23] prema kojem se ofekuje smamgargjela kon-
denziranih protuiona na ni°im koncentracijama na kojima jeentropski povoljnije
udaljavanje kondenziranih protuiona od poliiona, uprkoslektrostatskom priviate-
nju. Intrigantno je kako je isti pad vodljivosti primije¢en i za hijaluronsku kiselinu
koja je slabo nabijeni PE kod kojeg se ne javlja kondenzacija pguiona [33] - pa
ne moPe do¢i niti do dekondenzacije i pove¢anog doprinosa de#lenziranih pro-
tuiona vodljivosti PE sistema.

Na kraju primjetimo kako se DNA od vetine polielektrolita izdvg svojom
strukturom dvostruke komplementarne uzvojnice. Ta strukturaomogu¢uje DNA
da, ovisno o vanjskim uvjetima, bude ili u strukturi dvostruke uxojnice (ds) ili
u strukturi jednostruke uzvojnice (ss). Prijelaz iz ds u ss struktur se naziva
denaturacija. Va°nost denaturacije DNA je u £injenici da se kapanje DNA i
njeno prevozene u svrhu koda za izradu proteina mo°e odvijasiamo na ssDNA
dok se genetska informacija 2titi od mutacija u dsDNA obliku. Zbogoga °iva
stanica ima mehanizme koji reverzibilno denaturiraju i "natriraju” DNA [34].
Denaturacija DNA se u nazim NaDNA otopinama bez dodane soli manifesd i
u karakteristiEnoj duljini, koja je za takvu DNA manja, i u vodljivosti, koja je
veta. Ta dva efekta su mezusobno povezani. Naime, ssSDNA ima manjekrnu
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gustoCu naboja 2to uzrokuje vie slobodnih iona u odnosu na dsDNA te ptoga
duljina zasjenjenja krata, a izmjerena vodljivost ve¢a. Korotracijska ovisnost
udjela ssDNA u ukupnoj otopini navodi nas i na model denatura@j Sni®avanjem
koncentracije DNA u otopinama bez dodane soli duljina zasjemg se povetava te
stoga Coulombovo odbijanje nabijenih, fosfatnih grupa dvajlanaca DNA raste.
Kada energija tog odbijanja postaje jafa od energije veze gwdanaca (vodikove
veze izmezu parova baza i efekt slaganja baza) javlja se denacija. Smanje-
nje zasjenjenja se javlja smanjivanjem koncentracije dodanelisii smanjenjem
koncentracije same DNA. Na? eksperimentalni pristup detektira idEekivani) iz-
ostanak denaturacije za DNA otopine s protuionima koji su dvovantni. Ovi
rezultati demonstriraju kako je DS metoda koja istovremeno is&°uje oba podsis-
tema polielektrolita, dinamiku protuiona, a neizravno i stukturu - konformaciju
poliiona i prote®nost poliionske atmosfere, te naboj koji pabn nosi.

1.2 Biopolimeri su polielektroliti

Biopolimeri ili biomakromolekule se dijele na 3 grupe: nukieske kiseline,
proteine te polisaharide (ugljikohidrati). Nukleinske kisele primarno biljee i
prenose genetski kod. Proteini su katalizatori biokemijskih réaija (enzimi), za-
du®eni su za strukturu i mehanifku funkciju stanica te prijenossignala unutar
stanice. Strukturne komponente biljaka se primarno sastoje opsaharaida (ce-
luloza). Bakterije pak izluEuju polisaharide u svrhu adhezj na podlogu i za
izbjegavanje dehidracije. Postoje i iznimke od ove podjel&ao npr. ekstrace-
lularni glikoproteini (kombinacija proteina i ugljikohidrata) s ulogom u imunom
odgovoru ili adheziji tkiva. Iznimka je i ribosom (kombinacja proteina i ribo-
nukleinske kiseline) koji £ita genetski kod i prenosi ga u slijedranokiselina -
sintetizira protein. Na slici[I.] prikazana je zastupljenost bjpolimera u bakteriji
E. Coli velifine oko 1 m . Nukleinske kiseline, ve¢ina proteina i neki polisaharidi

membrane
% protein inorganic l'p'd
water ! ! lon protein
106 @{ 6x107 2x10
2x1o‘°
2x10°
2x10°  /2x10? 5x1o°bp
mRNA rlbosome DNA

Slika 1.1: Stanif£ni cenzus za bakteriju E. Coli. Slika preutseiz [34].
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nisu neutralni polimeri. U otopini su nabijeni, pona2aju se kao gliioni (linearna
simetrija makromolekule) ili makroioni (sferna simetrija makomolekule) i okru-
%eni su malim ionima koji ih neutraliziraju. U biolo2ki relevantnim situacijama
naboji biopolimera su zasjenjeni i s dielektrifnim odgovoromolekula vode i zbog
preraspodiele protuiona kao i koiona poteklih iz prisutnih jgnostavnih soli. Entro-
pija ovih protuiona moPe rezultirati iznenazuju¢e jakim veama izmezZu nabijenih
objekata u vodi uprkos vrlo malim duljinama zasjenjenja, pi@ sprege osmotskih
i elektrostatskih interakcija. Dobitak slobodne energije veanjem 2 makroiona je
proporcionalan umno2kukT s brojem otpu?tenih protuiona. Taj dobitak mo°e
biti velik, iako je elektrostatska interakcija u tipiEnim uvjetima mnogo manja. Na
pona2anja cijelog sustava utjef£u i druge velifine, kao npr. naf velifina, hidra-
tacija, koncentracija iona. Prisustvo Coulombovog uida (otgalo s protuionima)
mo°e zna£ajno izmjeniti elektrostatsku interakciju nabijeiln (susjednih) povr2ina.
Brojni eksperimenti i teorijska istralivanja [35/36] testirap na2u intuiciju po pita-
nju razumijevanja elektrostatskih efekata. To najbolje demustrira elektrostatska
privlaEnost izmeZu istoimeno nabijenih povr2ina, koja se jawj u prisutnosti vi-
2evalentnih protuiona. Primjeri nastajanja velikih agregataistoimeno nabijenih
molekula su mikrotubuli [37] i F-aktin [38[39], SI12, kao nhastajanje teku¢ih
kristala | kondenzata DNA u otopini te unutar kapsida virusa([40] SI.[1.3. Fizika
nabijenih biopolimera je bogato podrufje s £esto kontraintivnim fenomenima
te iznova motivira istra®ivanja, kako eksperimentalna tako iteorijska.

Slika 1.2: Prikaz nekondenziranog i kondenziranog F-aktingA) U otopini niske
ionske jakosti dva lamenta F-aktina zadr®avaju svoju nativnu simetriju i nisu
vezani. (B) U otopini visoke koncentracije vievalentnih prtuiona oni formiraju
val gusto¢e naboja i povezuju lamente F-aktina. Slike prewta iz [38].
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Slika 1.3: Lijevo. Teku¢i kristal formiran od 40 g/L DNA otopine pomije2ane
s otopinom koncentracije 40 g/L hijaluronske kiseline (HA) sningn polarizacij-
skim mikroskopom. Crvene boje predstavljaju DNA a ostale boje pastavljaju

HA. Slika preuzeta iz [41]. Desno. Krioelektronskom mikroskopin dobivena
mikrogra ja bakteriofaga T5. Mogu se vidjeti pune te djelomEno ili uop¢e ne
popunjene kapside s kondenziranom DNA i to snimljene odozgo (ppstrance (2)
i pod kutem (3). Slika preuzeta iz[[4D].

1.2.1 Deoksiribonukleinska kiselina: struktura i elektro S-
tatika

Posebice je deoksiribonukleinska kiselina (hrv. DNK, eng. DNA) vah mo-
delni sistem u istra®ivanju polielektrolita. Pofetak istra®ihanja strukture DNA
datira u 50-e godine pro4log stolje¢a. Watson i Crick su 1953. gad predlo®ili
spiralni model DNA sa speci £nim uparivanjem baza. Upravo to speéno upa-
rivanje baza omoguctuje preno2enje genetske informacije. Mtemeno s razumije-
vanjem strukture primije¢ena je i va®nost denaturacije DNA[[4R tj. razdvajanja
dvostruke uzvojnice. DNA je polimerni lanac £iji monomeri su kalentno pove-
zani fosfodiesternom vezori~1.5. DNA monomer (nukleotid) se sastogl fosfatne
grupe i od nukleozida - kombinacije 2e¢era (2'-deoksiribozepirimidinske, timin
(T) i citozin (C) odnosno purinske, adenin (A) i gvanin (G) baze.Fosfatna grupa
potjeEe od jake kiseline s pKoko 1. Stoga ¢e u ziolo’kim uvjetima svaki fosfat
biti negativno nabijen i dobiti ¢emo sna®no nabijeni poliion Baze nisu elektrif£ki
nabijene, ali izmezu komplementarnih parova baza (pb, engbase pair bp) se
formiraju vodikove veze zbog £ega nastaje dvostruki lanac DNA.sn vodikovih
veza, postoje i disperzijske sile koreliranih elektronskih uktacija slaganja baza
(eng. base stacking), tj. na istom lancu DNA -orbitale susjednih nukleotida se
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Slika 1.4: Prikaz oblika dvostrukog heliksa DNA, tzv. B-forme, u pstorno ispu-
njenoj reprezentaciji. Ru®ifastom bojom su obilje®eni fosfgta crvenom i plavim
crtama su nazna£eni mali odnosno veliki utor.

preklapaju. Ovo slaganje baza vodi na formiranje karakterigne strukture uzvoj-
nice za DNA dvostruki lanac. Sama dvolanf£ana DNA, tj. ako nije kopieksirala s
proteinima, pona2a se poput nabijenog polimera - ima konfornecgu nasumi£nog
namotaja (eng. random coil). Tako pakirana DNA se nalazi samo Bmekih bak-
teriofaga. Kompleksniji organizmi su, kako bi "spakirali" va¢ kolifinu genetske
informacije, dakle dulju DNA, morali prona¢i daljnje nafine @mpaktiranja koji

su ilustrirani na slici [L.I0.
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3end O

v o

Slika 1.5: Shematski su prikazane fosfatne grupe i 2eCerni prsted 5 ugljikovih
atoma.

1.2.1.1 Denaturacija DNA

Za razumijevanje pakiranja i kompakti kacije DNA va°no je razumjeti i meha-
nizam stabilizacije same sekundarne strukture DNA koji se ne baaima kemij-
skim (kovalentnim) vezama. Dakle, mehanizam denaturacijé fenaturacije) DNA,
razdvajanje (i ponovno vezanje) dvolanf£ane uzvojnice se halje opisuje zikal-
nim konceptima. | prije Watson/Crick/Franklin proboja uof£eno je postojanje
sekundarne strukture. Naime, nukleinske kiseline imaju karaktisti£Eni apsorpcij-
ski spektar s maksimumom blizu 260 nm i minumumom blizu 230 nm. @me
1950. se otkrilo da je UV-apsorpcija monomera (nukleotida), tj.hidrolizirane,
depolimerizirane DNA jafa nego nativhe DNA[42]. Jo? je va°rgj 2to se apsorp-
cija povectava (hiperkromatski efekt) i pod relativno blaginutjecajima koji £uvaju
polimersku bit molekule (dakle fosfodiesterske veze du® langcanpr. smanjenje
pH, povetanje temperature, smanjenje koncentracije DNA ili smgenje koncen-
tracije dodane sol ali o£ito na neki na£in mijenjaju strukturulnaEe, sama metoda
UV-apsorpcije sada je rutinska metoda odreZivanja sekundarne skiure DNA -
odrezivanja konformacije jedno ili dvolanf£ane uzvojnice.
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Slika 1.6: Detaljan kemijski prikaz komplementarnih baza sazna£enim vodikovim
vezama izmezu nijih.

Tm

Slika 1.7: Grijanje uzrokuje denaturaciju dsDNA u ssDNA. TipiEan pkaz UV
apsorpcije u funkciji temperature, gdje se za temperaturu deturacije dvolanfane
u jednolanf£anu DNAT,, proglaava ona na polovici iznosa porasta apsorpcije.

Record [43] je 1975 napravio detaljnu studiju UV-apsorpcije gelje pokazao na
valnost elektrostatskih efekata za stabilnost DNA. Pratio je utjecpkoncentracije
DNA, koncentracije Na protuiuona, udjela Mg protuiona u odnosu na Na na
temperaturu prijelaza (denaturacije) dvolan£ane u jednah£anu DNA, SI. [1.8.
Ustanovio je da se prijelaz su®ava, a temperatura prijelaza povava kako se po-
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Slika 1.8: Krivulje prijelaza (dane kao postotak prijelaza)T4 DNA u funkciji
koncentracije DNA (ujedno je to jednako i koncentraciji intinsiEnih Na iona).
Ofitana apsorpcija na 260 nm je uz uzorke a odmah ispod je nazeafhagib

prijelaza o£itan na temperaturi prijelaza.
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Slika 1.9: Krivulje prijelaza T4 DNA (2:6 10 °M DNA fosfata, 104M Na ) za
razli€iti omjer dodatnih Mg? naspram fosfata DNA Mg? ~P). Omijer je nazna-
£en uz uzorke a odmah ispod je nazna£en nagib prijelaza ofitentemperaturi

prijelaza.

vetava koncentracija DNA, pa time i Na protuiona. Ustanovio je i kako dodani

magnezijevi ioni stabiliziraju DNA, SI.[I.9. Tu je naravno uvigk o£uvana neutral-
nost sustava, ali ono 2to se mijenja je da dvovalentni (i vie valeni) protuioni
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Slika 1.10: Kromosomska DNA je upakirana unutar mikroskopski mahe stanif£ne
jezgre uz pomo¢ histona. To su pozitivno nabijeni proteini kbjako prijanjaju za

negativno nabijenu DNA te £ine kompleks naziva nukleosom. Nwdsom £ini do 2
namotaja DNA oko 8 histonskih proteina. Nukleosomi formiraju 30 anometarsko
kromatinsko vlakno koje formira petlje prosje£ne visine 300 nametara. Ta 300
nanometarska vlakna su komprimirana i namotana u 250 nm 2irokalakna koja

su sna°no namotana u kromatid kromosoma. Slika preuzeta [z [44]

prilaze bli°e lancima DNA i istiskuju jednovalentne, a pri tomebolje zasjenjuju
sami naboj fosfatnih skupina na lancima. Pri tome se i smanjuje oganje dvaju
lanaca i povetava stabilnost sekundarne strukture.

1.2.1.2 Kondenzacija DNA

Sveprisutna je situacija u biolozkom okru®enju([45] gdje atmosfa vi2evalentnih
protuiona efektivno inducira priviaEnu interakciju izme#i istonabijenih molekula
DNA 2to vodi do formiranja toroidalnih agregata, koji su preferrani oblik kon-
denzirane DNA [46]. U stvari, vetina spolnih stanica sisavaca sadt8roidalno
kondenziranu DNA. fini se da je kondenzirana DNA znafajna i za paknje
gena bakteriofaga i za umjetnu dostavu gena. Sigurno je u osh&wndenzacije
DNA elektrostatska interakcija, ali kondenzacija se ne mao°e obg$niti Poisson-
Boltzmannovom teorijom srednjeg polja[47]. Da bi se razumgelpromjena elek-
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trostatskog meZudjelovanja iz odbojnog u privlaEno izmeZu ¢makih naboja po-
trebno je zna£ajnije preoblikovanje teorije elektrostatskenterakcije bazirano na
konceptu "jakog sprezanja" (eng. strong coupling) izmezu DNAahca i viceva-
lentnih protuiona [48]. Ipak svi vi2evalentni ioni nemaju jechaki utjecaj na kon-
denzaciju DNA, tj. osim jednovalentnih i neki dvovalentni ioni(iskljuEujuc¢i pri-
jelazne metale kao npr. MA, Ni2 , Cu? ) ne kondenziraju dvolanfanu dsDNA
£ak niti kada su prisutni u velikim koncentracijama dok gotovcsvi dvovalentni
kationi kondenziraju jednolanfanu (ss) DNA (Mg , Ba? , Ca? ) [49,50]. Naijis-
taknutiji odabir za kondenzaciju DNA su Mr? , Cd? , Co(NHz3)® , poliamini kao
npr. spermidin® i spermin® , polilizin [45]. Dakle, elektrostatika sigurno ima
glavnu ulogu u kondenziranju DNA, ali ona nije jedini ukljuEen £imbenik, jer
npr. Co(NHs)2 je e kasniji u kondenzaciji nego spermidia iako su oboje trova-
lentni. fini se da je naje kasniji onaj kondenziraju¢i protuion koji se koordinira
u nekom od utora DNA. Zbog toga proufavanje dinamike tih protwina mo°e dati
dodatnu informaciju. Spomenimo i kako smo u odjeljku o denataciji naveli kako
meZudjelovanje alkalijskih dvovalentnih iona stabilizira drostruku uzvojnicu DNA
smanjanjem njihove odbojnosti, mezutim destabilizaciju DNA mgu proizvesti
dvovalentni prijelazni metali koji se primarno ve®u na baze DA i poni2tavaju
efekte vertikalnog slaganja baza [51].

1.3 Fizika polimera - konformacije poliiona

Dosad sam dao naglasak na utjecaj elektrostatskih mezudjelovanprotuiona
i poliiona na funkciju biopolimera. No, svakako je potrebno wasti i neke koncepte
iz zike (nenabijenih) polimera i time omogu¢iti da se u prouévanju funkcije poli-
elektrolita uzme u obzir i konformacija lanaca poliiona. Nane, va°no je primijetiti
- ovisno u uvjetima u otopini poliion mo% pokazati pona2anje @ skoro idealnog
eksiblinog lanca do 2tapi¢aste strukture [52].

1.3.1 Model idealnog lanca

Svaki polimer se sastoji od jedinica - monomera. Prvo Cu iznijetiajjednos-
tavniji mogu¢i model; model idealnog lanca, koji je prikazana slicilI.I1 a sastoji
se odN 1 karika i N veza_izmezu njih. U modelu idealnog lanca vektor veze
izmeZu susjednih monomerdl R RN, opisan je nasumi£nim hodom koraka du-
line | d\skroz prostor (broj veza jeN). Pretpostavka je da su orijentacije veza
nekorelirane i da ne postoje nikakve interakcije izmezu segnea lanca (nema
dugodose®nih volumnih interakcija). Ukupna duljina konturelanca koji se sastoji
od N veza jednaka je sumi duljine svake pojedine veze

L N&S NI (1.1)
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Slika 1.11: Model nasumi£nog lanca od N+1 karike i N veza mezuimg.

a vektor udaljenosti krajeva lancal\l glasi

~ ~

I 1.2

2

Za procjenu prostorne veli£ine lanca korisno je raspisati izraa prosje£nu kva-
dratnu udaljenost krajeva lanca (PKUKL)

a2t o ¥ (1.3)

gdje zagrada oznafava prosjek po svim mogu¢im kon guracijamako krenemo
od izraza[T.2 uz korictenje slijede¢ih jednakosti

N I 12 (1.4)
diq I’,-Qf 12°cos j e (1.5)
dolazimo do slijede¢eg izraza za PKUKL
~ o~ N ~ N o N ~ o~
a2 N dQNQMN Qadll¥
i1 i1l i1
N 1N ~ o~ N 1N
2Q QN NF NI?2 22Q Q ‘cosje (1.6)
i1j 2 i1 2
i@ i@
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1.3. FIZIKA POLIMERA - KONFORMACIJE POLIIONA

Faktor 2 dolazi uslijed izbjegavanja sumacije za indekse A i koja je jednaka
sumaciji za indeksg @ . Za nasumi£ni model poveznice su ne korelirane te zbog
toga vrijedi N ¥ &Y d¥f 0 ato povlafi‘cos je 0. To pojednostavijuje
izraz za PKUKL

ah2f  NI2 (1.7)

Tipi£ni radijus nasumif£nog lanca je istog reda velifine kao w&dratni korijen
PKUKL-a o
R ah’f N 12| (1.8)

Radijus nasumi£nog lanca je proporcionalan korijenu brojajegovih veza dok je
kontura proporcionalna broju veza. Zbog toga je za dugafkenice radijus nasu-
mi£nog lanca mnogo maniji nego duljina njegove konture.

1.3.2 Model Kuhnovog lanca

U modelu idealnog lanca zanemarena je orijentacijska korel@ izmezu nje-
govih segmenata. Sada ¢emo izlo®iti model u kojem su ukljuEekerelacije za
mezusobno bliske segmente lanca; Kuhnov model lanca. Neovisnorigentacij-
skim korelacijama PKUKL je dan izrazon(L.B

N 1

N
ah’f |2 2 'COS jj (1.9)
2

i 1]
i@

XSS LSS

Sada ¢emo prou£iti kako kratkodose®ne orijentacijske korelge izmezu segmenata,
opisane dvostrukom sumom kosinusa kutova u izragu 1.9 modi cirakakteristifnu
duljinu polimernog lanca.

Model Kuhnovog lanca po£iva na dvije pretpostavke

1. Korelacije du® konture lanca su kratkodose®ne. Pretpostadjse da segmenti
izgube orijentacijsku korelaciju ve¢ nakon male udaljenospio konturi, re-
cimo nakons monomera, tj. ‘cos je 0zaj i As. Stoga sumi u izrazu
[L.9 doprinose samo parovi koji zadovoljavaju sljede¢i uvjet

N 1 N 1

N N
Q cosje Q cosje (1.10)
i1 2 i1

j 2
i@ Q@ s

2. Lanac je homogen i utjecaj krajeva lanca je zanemariv. Sntopretpostav-
kom, suma po indeksy ¢e u rasponu @ @ s dati identiEne vrijednosti
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za svaku vrijednostii. Budu¢i da sumiramo poN monomera mo°emo pisati

N 1 5

N

Q cosje NQ cosje (1.12)
i1 o2 i 2
i@@ s

|zraz .11 mo®emo uklopiti u izraZ_T9 te za Kuhnov lanac (u kosu ukljuEene
kratkodose®ne orijentacijske korelacije) dobijemo izraz

ah’f NI? (1.12)

gdje smo uveli pokratu
S
1 2Q ‘cos e (1.13)
j 2

Primijetimo da ukljuEivanje kratkodose®nih korelacija modicira PKUKL samo
za faktor , tj. PKUKL i dalje ostaje proporcionalan broju karika lancaN. To
pak znafi da je Kuhnov lanac nasumi£ni lanac samo s duljim monerom od
nasumi£nog lanca. Stoga mo°emo umjeskd segmenata duljind modelirati lanac
sNx N~ Kuhnovih segmenata s Kuhnovom duljinom, | tako da je duljina
konture lanca ofuvana

L NI Nglg (1.14)

S navedenim renormalizacijama PKUKL iznosi

ah’f NIZ N2 (1.15)

Naglasimo jo? jednom da s renormaliziranom velifinom mononeeizraz za PKUKL,
dan izrazom[LIb, ima isti oblik kao i za idealni lanac, izrdzd. Drugim rijeEima
velifina monomera je renormalizirana na na£in da kratkoddse korelacije u Kuh-
novom modelu "pospremi” u njegovu pove¢anu duljinu.

1.3.3 Crvoliki lanac

| u modelu idealnog i u modelu Kuhnovog lanca, najvanija osaia polimera,
njegova eksibilnost je koncentrirana u spojnoj to£ci karikaRazmotrimo kako to
izgleda na primjeru od na2eg interesa- DNA. Kuhnova duljina za DNAznosi 100
nm, a velifina DNA monomera je 0.34 nm. To zna£i da su u Kuhnovu melu 300
monomera jednako orijentirani te se sva promjena u orijentgcdogaza nakon 300
monomera i ona je nasumi£na. Budu¢i da realna situacija nije &akva postoje
i drugi modeli polimera. Jedan od njih je crvoliki lanac u kagm je polimer tanak
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1.3. FIZIKA POLIMERA - KONFORMACIJE POLIIONA

elastiEni lament koji u granici malih deformacija zadovolava Hookov zakon. Za
razliku od Kuhnovog modela koji je previ?e diskretan, crvolikmodel je previ2e
kontinuirani s obzir na realni polimer. Naime u crvolikom modlu velifinu karike
lanca | pu2tamo u nulu a broj segmenata lancaN u beskonaf£nost na nafin da
je duljina konture polimeraL NI konstantna. Razmotrimo elastiEni lament
duljine s s konstantnom zakrivljeno2¢u ~s (radijus zakrivljenosti R, s~ , pogle-
daj sliku [L.12). Prema Hookovu zakonu energija savijanja je ekst@vno svojstvo

<
<

Slika 1.12: ElastiEni lament duljine s i zakrivljenosti -~s.

proporcionalno duljini lamenta s i kvadratu zakrivljenosti

1 2
U —S —e 116
> b< P ( )
gdje je | savitljivosti. Prosje£ni kvadrat kuta savijanja se mo®e izraEurtakao
prosjek po svim kon guracijama

) Re U¥T- 2 S
afM 2 2K (1.17)

gdje se faktor 2 pojavio jer se lament mo®e savijati neovisno u @smjera. Ori-
jentacijska korelacija crvolikog lanca cos “see je eksponencijalna

cos “see  e5Ste (1.18)

gdje jeL, duljina ustrajnosti. Duljina ustrajnosti je tipiEna duljina na kojoj se ori-
jentacijske korelacije polimera izgube. Sa svrhom poveziyarduljine ustrajnosti
s konstantom savitljivosti, razmotriti ¢emo kratki lament u granici 2tapi¢astih
duljina, tj. sP L,. Za tako kratke duljine kosinus iz izraZ_1.118 mo°emo rastaviti
u red te zakljuEno s drugim £lanom u razvoju po”se dobivamo

1
‘cose 1 éaz“s-f (1.19)
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SliEno mo®emo rastaviti i eksponencijalnu funkciju i zadreat¢emo se samo na
prvom £lanu u razvoju

esssty 1 S (1.20)
Lp
i kombiniranjem prija2nja dva izraza dobivamo
o S
a“sf 2— (1.21)
LP

Ve¢ prije smo izrafunali prosjek kvadrata kuta savijanja uz poo¢ Hookovog za-
kona[I.IT a kada ga usporedimo s izrazdm_1.21 dobijemo

L, — 1.22
Iz toga vidimo da je duljina ustrajnosti polimera u stvari njeg@a otpornost na
savijanje u jedinicama KT. .

Za crvoliki lanac u kontinuiranoj aproksimaciji, udaljenostkrajeva N se mo%e
zapisati na nafin

~

A SOL Nseds (1.23)

gdje je Nse @@ stangenta na jedini£ni vektor smjera lanca na udaljenoss
mjerena po konturi lanca. Po analogiji na izraz_113 PKUKL u crvitkom modelu
glasi

L S ~ &,
ah’f g dsg dsh¥e |"Blg
0 0
L

L s
2g dssg dt'cos “tee; t s® s (1.24)
0 0

Za rijeziti dvostruki integral pomo¢i ¢emo si izrazoni_1.18 takala za PKUKL
dobivamo

ah’f 2L LL 1 eltr (1.25)
p
dva granif£na slufaja su
a’f L2 LP L, “2tapi¢ (1.26)
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a’f 2LL, L QL, “namotajie (1.27)

U slufajuL P L, lanac je kruti 2tapi¢ dok se zaL Q L, u PKUKL ponovo dobija
Gausoov lanac. Za Kuhnov lanac smo dobilih?e  Nyl2 Ll izraz [LI5. Iz
usporedbe s izrazom za crvoliki lanac, izrdz 1127 slijedi

e 2L, (1.28)

Ovime smo pokazali da je Kuhnova duljina to£no dvostruko duljad duljine ustraj-

nosti, a budu¢i da je Kuhnova duljina odabrana tako da izmezujanih segmenata
nema orijentacijskih korelacija vidimo da se korelacija gulza duljine dvostruko
dulje od duljine ustrajnosti. Napomenimo jo? jednom da Kuhnovaluljina za DNA

iznosi 100 nm, a duljina ustrajnosti 50 nm.

1.3.4 Grani£na koncentracija otopine polimera

Konformacija polimera osim od njegove eksibilnosti ovisi i o maudjelovanju
s drugim polimerima. Za male koncentracije ¢e polimeri megabno biti udaljeni
i neCe mezudjelovati. MeZzudjelovanje zapo£finje na graniinkoncentraciji na
kojoj su volumeni pridru®eni polimerima u mezusobnom kontaki. Za jo? ve¢e
koncentracije polimeri se mezZzusobno pro®imaju. Otopine jakoiske koncentracije
polimera se nazivaju razrijezenima. Svojstveno takvim otopama je da su poliioni
meZzusobno udaljeni vi2e od svoje duljine konturd. @ , vidi sliku [.I3. Stoga
se svakom polimeru mao®e pridjeliti sfera dijametra jednakog wdjenosti izmezu
susjednih polimera. Povet¢anjem koncentracije se dolazi do pite u kojoj je
L I ta koncentracija se naziva granitnom. Iznos graniEne komteacije se
mao®e procjeniti na nafin da se svaki poliion smjesti u volumenu kde jednak
kubu njegove duljine [29].

¢ Nmp Mm
"Nbe3 N2

gdje jem;, masa monomera. Va°no je zapamtiti da graniEna koncentraci@visi o
broju monomera poliionact N 2. To znafi da ¢e kra¢i poliioni imati ve¢i iznos
graniEne koncentracije. Uostalom, to je slufaj i s DNA koju smo mstra®ivali
[19,/53]. Istra®ivanje smo vrzli u rasponu koncentracija @1 mM 10mM. U
tom rasponu 146 bp DNA £ini razrijeZzenu, a genomska (polidispera 2k - 20k
bp) £ini polurazrijezenu otopinu.

(1.29)
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Koncentracija
razrijedeno -> preklapanja > polurazrijedeno

L

£>L

P

L=¢ E~c?

oo
~—

Y

£<L

L- duljina lanca
L[) - duljina ustrajnosti

&E—korelacijska duljina

Slika 1.13: Skica razrijezenog, grani£nog i polurazrijetieg polielektrolita za ek-
sibilni L AL, i kruti L @L, polimer.

1.4 Fizika protuionske atmosfere

Razumijevanje polielektrolita podrazumijeva i poznavamg raspodjele protu-
iona. Dok se konformacija poliiona mao°e opisivati alatima Ze polimera, za
opis protuionske atmosfere trebamo osnovnu jednad®bu elekstatike - Poissonovu
jednad®bu. Statistika nabijenih £estica u potencijalu polona svakako je Boltz-
mannova. Zato svi opisi protuionske atmosfere kre¢u od tzv. PoissBoltzmann
jednad®be.

1.4.1 Poisson-Boltzmann jednad®ba

U termostatiranim sustavima raspodjela protuiona, koju mo°emdzraziti preko
koncentracijec’re je Boltzmannova

Cre ce® T (1.30)
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gdje jecy koncentracija u nekoj dalekoj to£ci u kojoj potencijal idelao iznosi nula.
Iz toga proizlazi da uz poznavanje elektrostatskog potencifa mo°emo izraEunati
raspodijelu protuiona. Primijetimo odmah da je prirodno elekbstatski potencijal
promatrati u odnosu na apsolutnu temperaturukT, tj. uvesti renormalizaciju

e ~KT. Veza nabijenih £estica i potencijala je dana Poissonovom jextitbom

©? IS (1.31)

gdje je gustota naboja,"y permitivhost vakuuma, a", relativna permitivnost
sredstva.

Uvr2tavanjem Boltzmannovog izraza[1.30, u Poissonovu jednalld, izraz[1.31,
dobijemo Poisson Boltzmann (PB) jednad®bu
e R
— Q zG 0e? (1.32)
or j

©2

gdje smo iskoristili vezu gusto¢e naboja i njegove koncentracij P;cze. Primi-

jetimo da PB jednad®ba nije linearna. Mezutim, Debye i Hickel DH) su za male
elektrostatske energijeze P KT eksponencijalnu funkciju razvili u red i zadreali
se na vodetem £lanu te dobili linearnu jednad®bu

©? 2 (1.33)

gdje smo uveli pokratu 1 "81 g+12| ;' u kojoj je Iz Bjerrumova duljina, a

s 1-2P;cz? je ionska jakost otopine. finjenica da pokrata ! ima dimenziju

duline i da se linearizirana PB jednad®bal{1.33) mo°e zapisatidz parametara ako
se zapi2e u skali ! govorinam daje ! fundamentalna duljina. 1! naziva se
Debyeva duljina a ukazuje na zasjenjenje naboja u otopini zaitine ve¢e od 1.

Drugim rijefima, doseg Coulombovog potencijala je konafanatopini.

1.4.1.1 Bjerrumova duljina

U vakuumu je doseg elektrostatske interakcije beskona£na a u padu je duljine I,
Bjerrumova duljina je dana kao udaljenost na kojoj su izjednahe elektrostatska
energija jednovalentnih naboja i njihova kinetifka energ.

1
ke T ——— f (1.34)
4 0 rlB
gdje selg mo°emo izraziti kao:
1 €
lg ——— 1.35
B 4" 0IIr kBT ( )

21




POGLAVLJE 1. UVOD

Bjerrumova duina na odreZzenoj temperaturi ovisi samo o otapa, tj. o ",. Za
jednovalentne ione na 25 uz relativhu permitivnost £iste vode™, 7865 [54]
Bjerrumova duljina iznosi Q72 nm.

1.4.2 elijski modeli polielektrolita

Osnovna premisa Celijskih modela je raspodjela polielektr@itu ¢elije jedna-
kog potencijala te odrezivanje potencijala te ¢elije iz keg onda lako konstruiramo
potencijal cijelog polielektrolita. Preduvjet za odabir ¢Cie je da one mezZusobno
ne mezudjeluju. To je mogute ako se za plohe ¢elije odaberehplaninimalnog

Cell volume V
I ]
! ' |
! N |
|
' | I T v@ { i
i | || il
’ \ | /‘\ ' ! \
\ \
{1, ‘ / \ | Ik \
il FRLR | s
FRITIRN ! y \Wlbg)= | aln
! \" kT/e WR)=0/ \
/ \ / \ | / \
/ \\ : yd \ | / \
7 No |7 Ao 7 \
. ' | .
ﬂ#(—2a \‘b_—bo_)‘ L
2R 2R

>

Slika 1.14: llustracija odabira ¢elije u Lifson-Katchalsky mdelu

potencijala jer na njoj elektriEno polje i2£ezava te su nabije £estice na njoj slo-
bodne te se mezudjelovanje ne prenosi s jedne na drugu stranuvalplohe. Zna£i
odabirom plohe koja se podudara s minimumom potencijala mo%e polielektro-
lit podjeliti u meZzusobno nedjeluju¢e ¢elije. 1zazov je 2to ekpotencijalne plohe

nisu identi£ne za otopine niske i visoke koncentracije. Tako ¢a polurazrijezene
otopine taj volumen imati simetriju poliiona, tj. biti ¢e cilindrifan, kao na slici

.14, dok ¢e za razrijezene otopine ekvipotencijale biti ség koje prate simetriju

otopine.

1.4.2.1 Lifson-Katchalsky model

Debye-Hiickel teorija je primjenjiva za opis jednostavnih elkgrolita na niskim kon-
centracijama. Njeno glavno ogranif£enje je primjenjivost zdektrostatske energije
mnogo manje odkT. U sluf£aju polielektrolita (posebno u odsustvu dodane soli)
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nalazimo veliku koncentraciju naboja u malom prostoru. U biini takvih vies-
trukih naboja, potencijalna energija protuiona je nekolik puta ve¢a odkT. Mo-
del [12] koji su 1951. predloCili Lifson i Katchalsky (LK) je rig2enje PB jednad®be
beskona£nog izoliranog 2tapi¢astog poliiona u prisustvu elekstatski ekvivalent-
nog broja protuiona, tj. bez dodatka soli, vidi sliku_LI¥. Stga se mo®e o£ekivati
da ¢e takav model dobro opisivati polurazrijezene otopine. Wlu¢i su 2tapici
beskona£no dugi molarna koncentracija poliiona je zadana jedino udaljeno?¢u
izmezu poliiona R

¢ 1000-bR 2N, (1.36)

b je udaljenost naboja na poliionu, @\, je Avogadrova konstanta. U LK modelu
efekti krajeva lanca su zanemareni, tj. pretpostavka je da jegtimer mnogo dulji
od udaljenost izmeZu polimera. ElektriEni potencijal ima cihdriEnu simetriju te
opada s udaljeno?¢u od polimera i svoj minimum dosti°e na poloviudaljenosti
izmeZzu polimeraR,

"@-@f r O (1.37)

Drugi rubni uvjet se odnosi na naboj na polimeru

A@ "@fr a "'"0"r (1-38)
Uz ta dva rubna uvjeta rje2enje PB jednad®be glasi
“re k_T n 2_ r2
e B2RZ a?

A i B su konstante integracije ovisne o bezdimenzionalnom paratnu naboja
polimera , te polumjeru polimeraa i udaljenosti izmezu polimeraR.

sinh® B In~Ar e (1.39)

e

1.40
"o bKT ( )
1 B?
1.41
1 Bcoth BIn"R-~a° ( )
BInA BInR arctanh B (1.42)

U gornjim jednad®bama se nalazi velifind&k~a koja je odreZzena koncentracijom
polimera, tj. iz izraza[1.36 proizlazi

R~a ~1000-ba?cNpe*? (1.43)
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Eksperimentalno nije moguc¢e mijeriti elektrostatski potencijgpolielektrolita stoga
su LK 1954. godinel]15] prozirili teoriju. Iz odrezenog potenj@la mo®e se odrediti
unutarnja energija sustaval D-~8 R,"© +2dV koja je povezana sa slobodnom

energijom iz koje se mo®e dobiti osmotski tlak i @NpFe~@V
1 B? 1 1 B?
1.44
2 "R2~a? 1 2 ( )

LK su motivaciju za rad imali u Kernovim [10] mjerenjima osmotskg tlaka po-
liakrilne kiseline koja je napravio i direktno i krioskopski. PonaZao je da je tlak
mnogo manji nego za nepoliionske elektrolite. Sni°enje osmskbg tlaka protuiona
se pripisuje sna°nom elektrostatskom priviaEenju protuiona odrsine poliiona. Za
poliione velikog stupnja ionizacije to polje izdu®uje makrmolekulu tako da je ona
2tapitasta te je za nju primjenjiv LK model, 2to je prikazano na dti [LI5. Pri-
mijetimo da je slaganje to bolje 2to je stupanj ionizacije polirilne kiseline veci.

1.0 v 1 T T T T ™ T T
0.8 C- = 0.0525 M _1
n o = exper. ]
0.6+ a = ther.rod 4
" Q
Y |
0.4 TS . .
0.2 -
0 1 L A 1 ) ] L L] L
0 02 04 06 08 1.0
o

Slika 1.15: Provjera predvizanja osmotskog koe cijenta Katchlskove teorije s eks-
perimentalni vrijednostima poliakrilne kiseline u funkcijinjenog stupnja ionizacije
. Preuzeto iz [55].

1.4.3 Osmotski tlak

Osmotski koe cijent o govori koliko se izmjereni tlak razlikuje od idealnog
id ckT

o — (1.45)
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Nakon Kerna osmotski koe cijent je odreZivan i drugim metodamabd strane Na-
gasawe | Kagawe [11] te Alexandrowicza]12]. Razlifite metoddrezivanja poka-
zale su priliEno konzistentne vrijednosti 2to £inio jednim od najbolje karakteri-
ziranih parametara polielektrolita. Za dovoljno veliki bioj polielektrolita nazena
je neovisnost osmotskog koe cijenta o0 molekularnoj masi polii@n tj. duljini po-
liona. JoZ? vi2e iznenaZujuta je samo blaga ovisnost o koncentig. Primarni
utjecaj na osmotski tlak ima gusto¢a naboja poliiona £ijim powanjem osmotski
tlak opada. Spomenimo da osmotski koe cijent za potpuno ionianu poliakrilnu
kiselinu padne naiznos@2 0:15, 2to znafi da je samo 12-15 % protuiona osmotski
aktivno. Za jako nabijene poliione osmotski tlak je u prvoj apsksimaciji obrnuto
proporcionalan gusto¢i naboja poliiona, a to je ukljuEeno i UK model, vidi iz-
raz[1.44. Sada ¢emo pokazati da i Manningova teorija koja @Bpjava rezultate
osmotskog koe cijenta predviza istu ovisnost.

1.4.4 Manning model kondenzacije

Za razliku od jednostavnih elektrolita za koje postoji teorg za koju se vje-
ruje da je egzaktna (DH grani£ni zakon) za polielektrolite & postoji takva teorija.
Stoga se za elektrolite sva mjerenja na konaEnim koncentragi)a mogu ekstra-
polirati u razrijezeni re®im i ona koja odskafu se pripi2u nekonefektu koji nije
uzet u obzir u graniftnom zakonu, kao npr. kratkodose®no mezjgdovanje iona,
molekularna narav otapala. Teorija kondenzacije je poku?aa se takav zakon iz-
vede i za polielektrolite jer PB teorija je matemati£ki kompéksna i ispostavilo se
da aproksimacija srednjeg polja ne opisuje prikladno uktuage iona 2to je va®no
za male vi2evalentne ione.

Velika gusto¢a naboja poliiona implicira da ¢e se mnogo protua nalaziti u
njegovoj blizini £ak i za razrijeZzene otopine. Manning je B®. godine [[8] izveo
teoriju koligativnih svojstava polielektrolitskih otopina na osnovi 5 pretpostavki.
Uzor teoriji je DH grani£ni zakon za elektrolite, tj. ona je izedena za otopine male
koncentracije i broj parametara u njoj je sveden na minimum. Nialje, vrijednost
parametara je zadana pretpostavkama i ne ovisi 0 empiriEkim zegltatima. Na-
mjena teorije je sliEna namjeri DH teorije za elektrolite a tge da razlikuje efekte
koji dominiraju na niskim od onih koji dominiraju na visokim kancentracijama.

Striktno govore¢i DH teorija je primjenjiva i na polielektrolite ali na one "do-
voljno male koncentracije”. Ali proizlazi da su "dovoljno ma& koncentracije" ni°e
od onih koje se mogu eksperimentalno obraZivati s dovoljnom geizno2¢u. Za
duge, jako nabijene poliione (polifosfat, poliakrilat, DNA) CH grani£na vrijednost
nije nikada izmjerena niti na najni®im eksperimentalno dostpnim koncentraci-
jama.

Takvo pona2anje nije neo£ekivano ako se uzme da je meZudjelojaprotuiona
s poliionom primarno vozeno nabijenim grupama na relativh&ratkom segmentu
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poliiona i da je doprinos udaljenih grupa zanemaren zbog zasjenja. Zbog toga
je moguc¢e poliion zamisliti kao beskona£no dug, barem 2to se mdjalovanja s
protuionima tife. Dapafe, lokalno ¢e segment poliiona imattrukturu odrezenu

elektrostatskim odbijanjem svojih nabijenih grupa te je stogapmravdana aprok-
simacija 2tapi¢astog poliiona s cilindriEnom simetrijom. Bud@i da su protuioni

pridru®eni jednom segmentu zasjenjeni od utjecaja grupa drilgsegmenata za ci-
jeli poliion (beskona£no dug) se moPe smatrati da ima konformige maksimalne

izdu®enosti. Stoga je razumljivo pretpostaviti da ¢e mezud]evanje poliiona s pro-
tuionima primarno ovisiti 0 ukupnoj gusto¢i naboja poliiona,dok ¢e diskretnost
nabijenih grupa biti manje va®na. Stoga je za poliion duljie konture L (udalje-

nost krajeva u konformaciji maksimalne izdu®enosti poliionaoji ima N nabijenih

grupa valencijez, gusto¢a naboja dana izrazom

zeA (1.46)
gdje je
A LN (1.47)

Stoga gornja argumentacija vodi do prve od 5 pretpostavki:

1) Realni poliion se zamjenjuje s linijskom beskonafEnom gusta¢maboja
zadanom izrazimd_1.46 [ 1.37.

Kada je koncentracija 1:1 soli, npr. natrij klorida veta od ekvalentne kon-
centracije poliiona mezudjelovanje poliiona se mo°e zanenitau usporedbi s me-
Zzudjelovanjem poliiona s protuionima iz njegove blizine, & ne mora biti to£no i
u otopinama bez dodane soli. Ipak pretpostavlja se da su lokalngeadovi poliiona
zasjenjeni od ostalih dijelova poliiona ili od drugih poliioa.

2) MeZzudjelovanje dva ili vize poliiona je zanemareno neovisro udjelu dodane
soli.

Otapalo ¢e se smatrati kontinuumom s dielektrifnom konstantorh

3) Vrijednost dielektriEne konstante otopine je aproksimiraa vrijedno2¢u £is-
tog otapala.

Preostale dvije pretpostavke su kompliciranije te zahtjevaju etaljniju argu-
mentaciju. Ako b oznafava udaljenost izmezu naboja poliiona, elektrostatska
energija protuiona (pretpostavka je da su naboji to£kasti) vahcije z za dovoljno
male vrijednostibBly je dana nezasjenjenom Culombovom interakcijom

Uip z€ 2 ~'sInb; bBhy (1.48)

Doprinos faznom integralu podru£ja polioona, od kojih je ptuion i udaljen za
manje od by, dok su svi ostali protuioni na udaljenosti ve¢oj ody, te je stoga
njihov doprinos kona£nog iznosé ™ pye, je dan s
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A

Ul 7P, " expE * 2 bdb
2f "pprs bt %% db
’ (1.49)
Integral ¢e divergirati za sve vrijednosti za koje je
CSiz,S* (1.50)

Sada ¢emo ogranifiti nau diskusiju na jednovalentne nabijen@nomere i protu-
ione tako da izraz prelazi u

c1 (1.51)

Granif£na vrijednost 1 se mo®e prepoznati kao Bjerrumova duljina iz klasiEne
teorije jednostavnih otopina elektrolita, tj. kritiEna udaljenost naboja je stoga
jednaka Bjerrumovoj duljini. Fizikalna interpretacija divergencije faznog integrala
za vrijednosti vetCe od 1 je da je sistem nestabilan: protuioni ¢e se "kondenzirat
na poliion da smanje na vrijednost neznatno manju od 1.

4) Za razrijeZene otopine dovoljno mnogo protuiona ¢e se "ldenzirati" na
poliion da smanje parametar gusto¢e nabojana vrijednost 1.

Nekondenzirani protuioni nisu slobodni nego osjetaju elektrasski utjecaj
poliiona jer nakon kondenzacije gusto¢a naboja poliiona eipula; ako je vrijednost

prije kondenzacije ve¢a od 1 nakon kondenzacije ona ¢e bitialako je manja
od 1 do kondenzacije nece niti do¢i. Ipak protuioni su pod ugajem preostalog
nekompenziranog dijela naboja poliiona.

5) Nekondenzirani protuioni se mogu tretirati u DH aproksimagi.

Analogija zadnje dvije Manningove pretpostavke s Bjerrumovuo teorijom jed-
nostavnih elektrolita je zapanjuju¢a. Sva razmimoila®enjaod DH ponaZanja se
pripisuju kondenzaciji proutiona (u teoriji elektrolita se pipisuju ionskim paro-
vima). Bjerrum je kolifinu uparivanja iona izrafunao iz paicijske funkcije ionskih
parova; kolifinu kondenzacije Manning je takozZer izrafumeiz particijske funkcije
(faznog integrala). Zapravo Bjerrumova duljina je kljuEnaza obje teorije.

U svom radu Katchalsky [15] je izraEunao osmotski koe cijerd za polielektro-
lite bez dodane soli iz egzaktno rije2ene PB jednad®be. Njegovzidtat u granici
beskona£no razrijeZenog polielektrolita iznosi

. 1
(!II‘DO 1 5 @il (1.52)
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2.l Al (1.53)

2to je identifan rezultat kojeg je i Manning dobio

o 1 %; @1 (1.54)
1~2 IX 2"X 2., Al (1.55)

gdje je X omjer koncentracije dodane soli naspram koncentracije intrisi£nih pro-
tuiona. Na slici[I.I6 vidimo da se osmotski koe cijent jako nabijgh polimera

1.0
0.8 a:=08 I~ a=0.5
=228 =1.43
- - (o]
0.6 °
¢ o ©
0.4 ~ ° o
(e}
° 5
02+ o o
| 1 1 1 1 1 1
o] 2 6 8 [¢] 2 4 6
VA

Slika 1.16: Usporedba ovisnosti osmotskog koe cijenta o korijeramjera koncen-
tracija dodanih naspram intrinsi£nih protuiona iz eksperimeta [1Z] i Manningove
teorije. Preuzeto iz [8].

dobiven Manningovom teorijom dobro slae s mjerenjima koja suto vrijeme bila
dostupna.

1.4.4.1 Dvostanjski Manning-Oosawin model kondenzacije

Manning je poliion modelirao kao linijsku (beskona£no tankujaspodjelu naboja.
U slufaju vete gusto¢e od jednog naboja po Bjerrumovoj duljiimijska gusto¢a
naboja se smanjuje na jedan po Bjerrumovoj duljini, a efekt se ni@a kondenzacija
naboja. Za razliku od Manningovog beskona£nog tankog (lisjog) kondenzacij-
skog prostora Oosawe [9] je kondenzaciju smjestio u bliski volumeko poliiona.
Oko poliiona su modelirana dva koaksijalna cilindra, unutarnn gdje se kondenzi-
raju protuioni, ozna£en na slicCL.I7 kao podrufje | radijusa i vanjski radijusa
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r, u kojem se nalaze preostali slobodni protuioni. Strukturna gusta naboja koja

N A

2
- 1

>

|
|
l
\\y I ry
Slika 1.17: Oosawin dvostanjski model kondenzacije.

se nalazi na osi unutarnjeg cilindra je dana izrazom

e

N (1.56)
Koncentracija protuiona u podru£ju | neka iznosc; a u podru£ju Il ¢, (ukupna
koncentacija jec). f je udio protuiona u podruju Il (slobodnih protuina) av

volumni udio podru£ja 1. Tada vrijedi:

cc 1 f ) f

c v "¢ 1lv
Sada ¢emo pretpostaviti da je potencijal radijalno od poliita stepeni£asta funk-
cija@, sa 11  vrijednosti potencijala u podru£ju 1 odnosno 2. Valja primijgti
da smo dio te pretpostavke ve¢ ranije unijeli preko koncentrga za koje smo rekli
da su unutar podru£ja konstantne. Koncentracije podru£ja su masobno vezane
Boltzmannovom distribucijom

(1.57)

c, et X (1.58)
gdje je 1 2. Pomo¢u izrazd .97 mo®emo izrdz_1]58 prepisati kao
1 f f e KT
_ 1.
v 1 Ve (1.59)
a logaritmiranjem dobijemo
1 f f e
I e | s — 1.
n«< y n< T v T (1.60)

LU realnosti potencijal monotono opada s udaljeno2¢u od poliiona.
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Potencijal beskona£nog cilindra je logaritamski

N

o — 161
r 2"nr (1.61)

gusto¢a naboja polimera je jednaka

fe-A f (1.62)

te stoga razliku potencijala dva podru£ja mo®emo pisati na nat

e ~
1 2 A In 1> (163)

Za jako razrijezene otopine za koje vrijedr;~, P 1 kombiniranjem izraza €D i
[1.63 dobijemo

IN""1 fefe
1 f

gdje smo za parametar gusto¢e naboja uveli pokratu

IN"ri~,e (1.64)

I
A (1.65)

Udio slobodnih protuiona f, koja je jednaka renormalizaciji naboja polimera
prema izrazu[I.6P, mo®emo odrediti iz izraza"1.64 za jako rgezene polielektro-
lite ri~, P 1. lako izraz[I.6% nema analitiEko rje2enje, za dvije krajnjerijednosti
parametra gusto¢e naboja mo°e se lako izrafunati, a ta rje2enja su prikazana na
slici [L.18

Mala gustota naboja @1 Za malu gusto¢u naboja vrijedi 1 f alIn™1
fefe~"1 f o te® u beskonaEnost samo aké 1. U tom podrufju
strukturna udaljenost izmezu naboja je veta od Bjerrumove dufe A Alg
te stoga nema protuiona u podru£ju | (svi protuioni su slobodni) efektivha
gusto¢a naboja poliiona je jednaka strukturnoj

e .

" Velika gustota naboja A1l U tom re®imu izraz divergira u? za
f 1~ . Zbog toga se linearna gusto¢a naboja renormalizira
0 e

2 =A@ (1.67)
B
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0.8 -

el

0.4 —
0.2 -

Slika 1.18: Udio slobodnih protuiona (gorniji) i efektivne liearne gusto¢e naboja
(donji) u funkciji parametra gusto¢e nabojalg ~A poliiona u granici beskona£nog
razrjezenja.

uslijed kondenzacije £iji je udio dan izrazom.

1 1~ (1.68)

ti. 1~ je udio nekondenziranih iona. MO teorija kae da ako je linena gusto¢a
naboja poliiona vet¢a od jednog naboja na® nm protuioni iz otopine ¢e se nakup-
ljati u blizini poliiona dok mu efektivho ne smanje gusto¢u natja na jedan naboj
na @72nm. Sada ¢emo predvizanje MO modela ilustrirati na primjeru DNA. I
nearna gusto¢a naboja B oblika dsDNA iznogi 0:171nm (polovina udaljenosti
izmezu susjednih parova baza), 2to za parametar gusto¢a nabojajd 4:2.
Za takve gustote naboja (A1) MO teorija predviza efektivhu renormalizaciju
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naboja na jedan naboj pdg [8/56], ?t0 se posti°e kondenzacijom 11~ 0:76 na-
boja zbog £ega slobodnih, nekondenziranih naboja preostajensa0.24. U tablici
.1 su dani udjeli slobodnih protuiona za ssDNA i za dsDNA s jednoval&im i
dvovalentnim protuionima. Oosawin model je Manning upotpui@ na nafin da je
samo konzistentno odredio volumen kondenziranog podru£jargamentirao za2to
se kondenzirani protuioni unutar svog volumena mogu slobodneetati [L7,56]

Tablica 1.1: Udio slobodnih protuionaf za ds MgDNA, ds NaDNA, ss NaDNA
te hijaluronsku kiselinu.

b'e nme z lpb f 1~

ds MgDNA 1.7 8.4 0.12

ds NaDNA 1.7 4.2 0.24

ss NaDNA 4.3 1.6 0.62
HA 10 <1 nema kondenzacije

1.4.5 Usporedba LK(rje2enje PB-a) i MO modela

Pri usporedbi navednih modela slu®iti ¢u se Stigterovim radom i2995. go-
dine [57]. Buduc¢i da teorije koje usporezujemo obrazuju istugavu postavlja se
pitanje koja je "to£nija". Stigter je kao bolju proglasio onueoriju u kojoj dis-
tribucija protuiona ima manju slobodnu energiju. Opravdanet tako uzete mjere
ovdje ne¢emo istralivati. Na slicCI.I9 (1) usporezena je distnitzija protuiona za
PB i MO model za 2tap debljine 5 A i za koncentraciju dodane soM 0:01 M .
Vidljivo je da razlika postoji u blizi poliiona ali ne i za vanjsk dio protuionske
atmosfere. Na slici (2) prikazana je razlika slobodnih energija funkciji koncen-
tracije dodane soli za razlifite radijuse nabijenog 2tapa. Vidio da za odrezenu
debljinu 2tapa razlika slobodnih energija opada povet¢anjenokcentracije. Isto
tako vidimo da je razlika to manja 2to je radijus 2tapa ve€i. Na ski (3) su prika-
zani isti podaci samo za dodanu sol u funkciji debljine 2tapa. Vidio da je razlika
najveta za 2tapove najmanjeg radijusa, tj. za beskonafan tanaiap, koji odgo-
vara Manningovom modelu iz 1969. godine. Za zikalno realngebljine 2tapova
vidimo da slobodna energija opada povet¢anjem debljine. Ghavazlog je 2to za
konstantnu gustoCu naboja tanji 2tapovi imaju ve¢u povrzinsku gsto¢u naboja
pa samim time i ve¢u elektrostatsku slobodnu energiju. | slike (2)3) pokazuju
da MO model ima vet¢u slobodnu energiju od PB modela. Nema razloda se
to promjeni niti za koncentraciju dodane soli manje od 1 mM. Zaeg¢i radijus
2tapa, oko 1 nm razlike slobodne enrgije imaju minimum. Na slicé{ su prikazani
jednaki podaci kao na slici (3) samo za 2:2 elektrolit. Kvantétivho pona2anje
krivulja je isto jedino je pola®aj minimuma pomaknut prema v&im vrijednostima
2irine 2tapa.
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(F(CC) - F(PB))/KT

log(radius a, Angstrom)

Slika 1.19: (1) Koncentracija protuiona u funkciji radijahe udaljenosti beskona£Eno
dugog 2tapa radijusa 5 A i linearnog naboja koji odgovara B-foni DNA ~  4:2e

u 10 mM 1:1 elektrolitu. Puna crta predstavlja PB, a isprekidana ND model.
Razlika slobodnih energija izmeZzu MO i PB modela za (2) razlit@& radijuse na-
bijnog 2tapa u funkciji koncentracije 1:1 elektrolita, za (3 razlifite koncentracije
1:1 elektrolita u funkciji radijusa 2tapa, (4) isto kao u (3) samoza 2:2 elektrolit.

Prvo moramo ponovo navesti da se Manningova teorija razvila kammigovor na
komplicirani matemati£ki aparat kori’ten u LK modelu. Druga £injenica koja je
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pomogla da Manningova teorija zaCivi pored ve¢ naziroko kétene PB teorije je
£injenica da se spoznalo da aproksimacija srednjeg polja koja seidti u PB nije
prikladna za opis uktuacija iona. | PB i MO teorije se temelje ra istim zikalnim
pretpostavkama: kontinuirani dielektrik i tofkasti naboji u cijelom sustavu. fini
se da stepenasta raspodjela protuiona MO teorije unosi umjetnoragi£enje na
Boltzmannovu raspodjelu te da to vodi na vete slobodne enrgijg PB teorija
jedinstveno odrezZuje raspodijelu protuiona dok se £ini kako MQeobrija ne mo°e
svugdje zadovoljiti i Poissonov i Boltzmannov zakon. Dva paraetra MO teorije
su efektivni naboj (1 naboj po Bjerrumovoj duljini) i vanjski radijus kondenzira-
nog podru£ja. U mnogim primjenama efektivni naboj i vanjskiadijus se uop¢e
ne koriste. Postavlja se pitanje za2to se onda MO teorija tako £esiia®e s eks-
perimentalnim podacima. Dvije znafajke elektriEnog dvogibbmogu to objasniti.
Prvo, vanjski dio ionskog sloja jeuvelike odrezen dodanom soli, tj. Debye-

vom duljinom zasjenjenja 1. Kao 2o je prikazano na slici (1) rep raspodiele
protuiona se jako dobro sla®e s onim dobivenim PB teorijom. Stegza svojstva
koja ovise uglavnom o udaljenim dijelovima distribucije prationa o£ekuju se jed-
naka predviZzanja obje teorije, kao npr. distribucija soli Donanove ravnote®e.
Drugo, neka svojstva vi2e ovise 0 sveobuhvatnoj elektroneutraiati nego o poseb-
noj strukturi raspodjele protuiona, kao npr. vezanje liganaa na poliion i posebno
ovisnost takvog vezanja o ionskoj jakosti otopine.

1.5 Vodljivost otopina DNA

1.5.1 \Vodljivosti polielektrolita bez dodane soli

Manningov model vodljivosti je predviZen za 2tapi¢aste moleka u niskoj kon-
centraciji [32,58 60]. Znafenja Manningovog rezultata j&o on potpuno teorijski
opisuje ekvivalentnu vodljivost polielektrolita proizvol jne valencije protuiona.
Izraz koji se koristi za ekvivalentnu vodljivost otopine poligektrolita bez dodane
soli glasi

2 e (1.69)

gdje je ; ekvivalenta vodljivost protuiona u £istom otapalu (bez prisusta poli-
iona) a , je ekvivalentna vodljivost poliiona u otopini. Iz elektrokenijskog kuta
gledanja lako se primijeti da iz izraza 1.69 slijedi pretpostka da je 1 f udio
protuiona vezano na poliion dok je samé protuiona slobodno (nije pod utjeca-
jem poliiona). Ipak polielektrolitske teorije upucuju da jetakav pogled pogre2an,
jer iako je dio protuiona vezan za poliion, preostali dio prationa osje¢a nekom-
penzirani naboj na poliion te stoga ne moe biti "slobodan”. 1az 1.69 se mo°e
fenomenolo?ki izvesti, ali tada se a priori koristi pretpostavkasezanja protuiona
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na poliion, i tada se dobije

f D.D? (1.70)

gdje je D. difuzijska konstanta protuiona u polielektrolitu, aD? je odgovarajuta
vrijednost u £istom otapalu. lIzraz 1.69 se mo® dobiti iz molekarne teorije,
koja potvrzuje to£nost vrijednosti izraza 1.70, ali daje njegv opis iz molekulskih
svojstava. Teorija pokazuje da je mezudjelovanje poliiona irptuiona u potpunosti
odrezeno DH atmosferom za uvjet @3.S! dok se u granici A 2.S! protuioni
kondenziraju sve dok ne bude 2.S!, dok se preostali protuioni nalaze u DH
atmosferi. Tada vrijedi

f 08663S* ! ; AgS! (1.71)

Slijedom iznesenog teorijski opis desne strane izraza 1.69 jederena potragu za
teorijskim opisom .

Ekvivalentna vodljivost poliiona se mo®e izraziti kao omjer ukpnog naboja
poliiona Q, zefN i ukupnog elektroforetskog koe cijentaf g .

Q.

p F p F f '
Etot

(1.72)

gdje jeF Faradayev broj. Poliion u razrijezenoj otopini je okru®en sauprotno na-

bijenim protuionima £ija prostorna distribucija je izoblifea i postaje asimetriEna
u prisustvu vanjskog polja. Zbog toga se u rafunu elektroforetsikdoe cijenta

mora urafunati i efekt asimetriEnog polja. Prema Manningovornzvodu ekviva-

lentna vodljivost korigirana za efekt asimetriEnog polja gk

1

De, fe %d De, ; (1.73)

F
P Qpl:)o 9 Do

gdje je ¢ mobilnost protuiona u vodi (bez prisustva poliiona). Da bi modlizratu-
nati fg trebamo koristiti neki od modela poliiona. Mi ¢emo se koristitKirkwood-
ovim modelom [61, 62] u kojem se poliion sastoji odg jednostavnih, sfernih,
strukturnih, jedinica radijusa Rg i hidrodinamif£ko mezudjelovanje je uzeto u ob-
zir. Elektroforetski koe cijent se moe pisati na nafin

NB B
1 " g6 N geP® P2 alf

j Xi

fe (1.74)
gdjeje g 6 R g koe cijent trenja, u kojem je viskoznost vode ar;; udaljenost
strukturnih jedinica u navedenoj konformaciji. U Manningowj slici, strukturne
jedinice su nabijeni monomeri (s uraEunatim efektom kondeaaije). Hidrodina-
mi£ko mezudjelovanje monomera je modelirano elektrostatskimezudjelovanjem
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monomera s protuionskom atmosferom, koja pod utjecajem vanggk polja, vuEe
otapalo u suprotnom smjeru od smjera gibanja poliiona. U ovoj sli hidrodina-
mifka interakcija izmeZu jedinica koje su udaljenije od Delgve duljine ! su
zasjenjene i lanac je na duljinama usporedivim s ! rastegnut. S pretpostavkom
eksponencijalnog rez& "i  dvostruka suma u nazivniku se mo®e jednostavno iz-
vriedniti

Ng B 3 N gB
1 "g83B "B ¢S ;"B S

Kona£ni izraz za elektriEnu vodljivost otopina bez dodane sal prisustvu kon-
denzacije protuiona, unutar Manningovog modela glasi

fe

(1.75)

¢ 1£
fc—1 | FzefN —- 1 = — 1.76
Do::J I ¢ Do 0 ¢ Do &A B ‘S i ( )

Htjeli bi sve varijable u izrazu 1.76 izraziti preko konstanti. Jedine dvije koje
nisu izra®ene preko konstanti su velifina strukturne jedinic® i njihov broj Ng.
Njihova ovisnost o ostalim velifinama je slijedet¢a [63]

NgB E N lp~e27f 47 (1.77)
Ng @E N l4e57f 107 (1.78)

Mezutim iako Bordi i suradnici navode da su prilikom izvoda voltjivosti koris-
tili Manningov izvod vano je primjetiti da se njihova elektroforetska mobilnost
poliiona razlikuje od Manningove. Naime Manningova elektforetska mobilnost
poliiona ne ovisi niti 0 molekularnoj masiN niti 0 Manningovom udjelu slobodnih
protuiona f . Ovisnosti o ta dva parametra, koja se mo®e vidjeti u izrazu 1.7
u?la preko izraza 1.72. Naime, u njemu srednji izraz u jednakostko se uzme
Manningov izraz, ne ovisi o ta dva parametra, dok lijevi izrazkojeg su uveli Bordi
i suradnici ovisi o ta dva parametra. Osim toga budu¢i da je jedikaudio poliiona
neutraliziran protuionima kao i udio protuiona neutralizranih s polilonom, 2to je u
biti zahtjev elektroneutralnosti, o£ekivali bi da ekvival@tne vodljivosti protuiona

i 1 poliiona , imaju identiEnu ovisnost o istoj. Mezutim u izrazu 1.76 vidimo
da je ekvivalenta vodljivost protuiona neovisna o , dok ekvivalenta vodljivost
poliiona na kompliciran na£in ovisi o , ali i o koncentraciji, kroz 1.

Budu¢i da je struktura razrijezenih otopina bitno razlifitaod strukture polu-
razrijezenih, model vodljivosti razrijeZenih otopina nijeprimjenjiv na polurazrije-
Zene otopine.
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1.5.1.1 Skaliraju¢i model za polurazrijezene otopine

Nedavno je Manningov model pro?iren, za eksibilne polielektlite u odsustvu
dodane soli, na sisteme s konaEnim koncentracijama (razrijewe i polurazrijeze-
nim) u okviru skalirajute slike konformacije polielektrolia u otopinama [64 67].
Skaliraju¢i koncept, koji se uspje2no koristio za nenabijene [dmere, je uzet za
opis konformacije polielektrolita u raznim koncentracijskn podru£jima od strane
de Gennesa [29] i Odijka [68] te nedavno od Rubinsteina i surakiai[64 67]. U
toj slici poliion se modelira lancem "elektrostatskih volumeniasa statistikom lanca
unutar volumena odrezenom s termodinami£kom interakcijomzmeZzu nenabijenog
polimera i otapala. Broj monomera i broj kondenziranih prationa unutar volu-
mena je odreZen s ravnote®om izmezu polimer-otapalo i elegkistatske interakcije
unutar volumena [64 67]. Na jako niskim koncentracijama, u rarijezenom re®imu
bez dodane soli, ! je mnogo vet¢i od udaljenosti izmeZu poliiona i naboji mezu-
djeluju ne zasjenjenom Coulombovom interakcijom. Polimesjpredstavljen jako
izdu®enom konformacijom odN ~ge elektrostatskih volumena velifine .. Svaki
volumen sadr®i g monomera i efektivan naboj iznosaefge.

Slijede¢i Manningov izvod, ali uz uvjet da je elementarna ginica koja dopri-
nosi koe cijentu trenja elektrostatski volumen koe cijent trenja iznosi

3N .
Qe IN"N ~Qee
2to je isti rezultat dobiven od strane Manninga (izraz 1.75) saméto je ovdje

strukturna jedinca elektrostatski volumen a ne pojedini monoer. Stoga je i puni
izraz za vodljivost razrijeZzenih otopina isti (usporedi s izraom 1.76).

c (1.79)

¢ 1£
D. D. zefN D. 3N &
fc—1 FzefN —e 1 = — 1.80
DOL e Do 0 ¢ Do  Geln"N-Qee i ( )

Sada ¢emo izvesti izraz za vodljivost polurazrijezenih otapa u skaliraju¢oj slici.
Poliion u polurazrijezenoj otopini modeliramo nasumif£nim ddom N ~g korelacij-
skih volumena velifine od kojih svaki sadr’i g monomera. Svaki korelacijski
volumen duljine kontureL N ~g sadri zefg jedini£nih naboja dok cijeli poliion
sadrii Q, zefN naboja. Zbog jakih elektrostatskih interakcija unutar kore-
lacijskog volumena, poliion je lanac izdu®enih elektrostatsk volumena unutar
korelacijskog volumena (za @ ). Zar A elektrostatska i hidrodinami£ka inte-
rakcija je zasjenjena te je poliion nasumi£ni hod korelacijgkivolumena velifine

. Strukturna jedinica koja se treba Koristiti za rafunanje koeijenta trenja je
korelacijski volumen. Uzimanjem u obzir i asimetriEnost poljade cijent trenja
nasumi£nog hoda\ ~g statisti£kih jedinica duljine je dan s
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N
fE [ que— Ago —
1 8 Ng ~63 -«
gdje se koe cijent trenja pojedinog korelacijskog volumena jednostavno izratuna
po analogiji s izrazom 1.79

(1.81)

3
IN"g~Qe*
budu¢i da je poliion unutar korelacijskog volumena izdu®en&on guracija g~ge

elektrostatskih volumena velifine ~'0~0.* ekvivalentna vodljivost se mo°e
dobiti kombinacijom izraza 1.72 i 1.81

(1.82)

D, @efN , Do, N g

<FzefN —
P Do 0 Do 1 %3 N~ ~ 63

=1
A
-_% (1.83)

Stoga u sluEaju dobrog otapala potpuni izraz za elektri£nu ggivost polurazrije-
zenih polielektrolita glasi

b, D fN D N £

fc=1 i <FzefN —“e N 1 Ze > o — X §

Do = Dg 0 Do 1 % N~ ~ 63 .e\ i

a ¥
(1.84)

Kao i za razrijeZene otopine tako bi i varijable vodljivosti plurazrijeZzenih otopina
htjeli izraziti preko konstanti [63]

E NDb 27 47
N~g E Nb*2ct27 | ~e37f &7
g9 E b32%c 2747 (1.85)

SliEno kao i kod vodljivosti razrijezenih otopina i za vodlyost polurazrijezenih

otopina, izraz 1.84, moramo primjetiti razli£itu ovisnost ekivalentne vodljivosti
protuiona i ekvivalentne vodljivosti poliiona o udjelu slobanih protuiona f .

1.5.2 Eksperimentalno odrezene vodljivosti

1960.-e godine R. B. Inman i D. O. Jordan [69] su odredili ekwalentnu vodlji-
vosti otopine DNA te pripadnu vodljivost DNA poliiona. Ekvivalentna vodljivost
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1.5. VODLJIVOST OTOPINA DNA

Slika 1.20: Ovisnost ekvivalentne vodljivosti vodene otopindaDNA o koncentra-
ciji DNA. Preuzeto iz [69].

se rafuna po izrazu

Q Qo

c

gdje suQ i Qq speci £ne vodljivost otopine i otapala. Pou£eni teorijskim prdvi-
Zzanjima iz pro?log poglavlja 1.76, 1.84 o£ekivali bi da ekvalentna vodljivost ne
ovisi 0 koncentraciji. Mezutim, na slici 1.20 vidimo porast ekivialentne vodlji-
vosti sa shi®?avanjem koncentracije DNA koji je najstrmiji u raspon koncentracija
0.2-0.3 mM. Budug¢i se znalo da se denaturacija DNA dogaza smarjgm ionske
jakosti otopine i sni®avanjem koncentracije DNA, a budu¢i da je istom rasponu
koncentracija UV spektrofotometrijom utvrzeno da se DNA denattra, Inman je
zakljuf£io da se to mo°da ofituje i u vodljivosti. To nisu bili je¢hi rezultati koji
su upucivali na ovisnost ekvivalentne vodljivosti o koncentrac poliiona [70, 71].
Na slici 1.21 vidimo opadanje ekvivalentne vodljivosti za @c @10 mM te
potom rast sve do krajnjih eksperimentalno mjerenih koncentca od 60 mM .
Primijetimo da neovisno o vrsti protuiona sve krivulje imaju slifn oblik samo
se razlikuju u apsolutnom iznosu. C. Wandrey [13] sa suradnicima sadovezala
na ova mjerenja na naf£in da je ona mijerila vodljivost na ni°im dncentracijama.
Njezina mjerenja nisu istralivala ovisnost vodljivosti o vrsti prauiona ve¢ o mo-
lekularnoj masi poliiona. Koncentracije otopina koje je is&ivala se nalaze na
granici polurazrijezeno-razrijezeno i prote®u se u razriggene otopine. Izmjerena

(1.86)

39




POGLAVLJE 1. UVOD

25 10 225 40 625 90 04 1.6 36 64 10 144
c(mM) c (mM)

Slika 1.21: Lijevo. Ovisnost ekvivalentne vodljivosti “cm?equiv tohm e o kon-
centraciji poliiona za otopina PSS-a s litijevim Q), natrijevim (# ), kalijevim (2)
i cezijevim (E) protuionima izmjerena na 25°. Desno. Ovisnost ekvivalentneod-
ljivosti o koncentraciji poliiona za otopina PSS-a s litijevim (I ) i natrijevim ( #)
protuionima izmjerena na 25°. Preuzeto iz [70,71].

ekvivalentna vodljivost u £istoj vodenoj otopini ovisi 0 molellarnoj masi poliiona
dok je rad Manninga [59] predvizao neovisnost, ali za otopine dodanom soli.
Sa slike 1.22 vidimo da su prisutna tri podru£ja razlifite ovisisti ekvivalentne
vodljivosti o koncentraciji. U polurazrijezenom podru£ju,iznad ¢, ekvivalentna
vodljivost slabo ovisi o koncentraciji polimera. U razrijezeam podru£ju ekvi-
valentna vodljivost jako ovisi 0 koncentraciji sve dok je dodam soli puno manje
od intrinsiEne koncentracije naboja poliiona Q ¢;. Kada je dodane soli podjed-
nako kao i intrinsiEnih naboja 1@c~cs @3 linearni porast s koncentracijom

prestaje. Ta otkri¢a su zna£ajna jer teorijski pristupi nisu predzali niti ovis-

nost ekvivalentne vodljivosti o stupnju polimerizacije, 2to nje prikazano na ovom
shematskom prikazu, a niti o koncentraciji poliiona. Autoria je stoga napra-
vila istra®ivanje i s drugom vrstom poliiona, vinilbenziltrialkilamonij [18]. SliEnu
ovisnost je primjetila i za njega stoga bi se moglo zaklju£iti d&jto generalno svoj-
stvo razrijeZenih poliiona. Autorica je svoj nalaz poku2ala ojasniti na slijedeci
nafin [18]:"Na velikim razrjezenjima lokalna koncentraaj oko poliiona nhadma3i
primijenjenu eksperimentalnu koncentraciju za pribli°’no 36 redova velifina. To
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1<c /c <3

(@)
A
9]

equivalent conductivity

strong influence of molar mass I weak influence
: of molar mass

log polyelectrolyte concentration c*

Slika 1.22: Generalna ovisnost ekvivalentne vodljivosti o kegntraciji polielektro-
lita za polimere udaljenosti naboja manje od Bjerrumove dulje (b @,). Ekspe-
rimentalni uvjeti: 5 10 ‘M @c @10 ?M; 10 M @xc; @10 “M . Preuzeto iz [13].

rezultira velikim difuzijskim potencijalom vezanih protuiona." To se sla®e s Man-
ningovim viZzenjem [56] a posljedica toga viZzenja bi bila da serazrieZenjem dio
vezanih protuiona udalji od poliiona. To se mo®e protumafitha nafin da dio kon-
denziranih protuiona prestaje biti kondenziran, tj. postajeslobodniji. Mezutim,
osim pitanja za2to ekvivalentna vodljivost ovisi o koncentragi pitanje koje je
nama zanimljivije i na koje ¢emo u ovom radu probati dati odgmr je da li je
oblik krivulje koji je isti kao i za Inmanova [69] mjerenja na DNA generalan za
polielektrolite kao 2to tvrdi Wandrey. To bi znafilo da Inmarova interpretacija
uzroka takve krivulje u denaturaciji DNA nije to£na. Prvi korak u tom smjeru su
mjerenja napravljena 2011. godine na Institutu za ziku [19koja su prikazana na
slici 1.23. U tom radu je reproduciran oblik krivulje vodljivosti koju je dobio In-
man, ali za kratku 146 bp DNA. Taj rezultat je bio povodom daljnjh istra®ivanja
koja Ce biti iznesena u poglavlju 3 ovog rada.
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1.6 Istralivanje protuionske atmosfere dielektrif-
nom spektroskopijom

Istra®ivanjem vodljivosti se istrauje sastav ionske atmosfere a eliektriEnom
spektroskopijom se istra®uje prote®nost ionske atmosfere. Proufaje DNA di-
elektriEnom spektroskopijom zapo£inje 1970.-tih godina. f\ero kontaktnom me-
todom je naZena relaksacija na 10 Hz koja je interpretirana kguosljedica rotacije
cijele molekule DNA [72]. Nakon toga dvokontaktnom metodom mazim frekven-
cijama, od nekoliko kHz do 100 MHz, su detektirane dvije relaksige [73]. Vet od
prije je bila poznata relaksacija vode na frekvenciji iznad GHz. Stoga je 1984.
napravljen rad u kojem se gleda utjecaj DNA na tu relaksaciju [14 zakljuEeno
je da je njen utjecaj unutar 1%. Primijetimo, to su bila prva mjeenja koja nisu
bila napravljena na 2irokom spektru koncentracija DNA. Sintetsk polielektrolite
kao npr., natrij polistiren sulfonat (Na-PSS) je bilo mogu¢e mizvesti u ve¢im ko-
lifinama te su stoga 1990. godine napravljena obuhvatnija ngamja na Na-PSS-u
koja su omoguctila proufavanje relaksacijskih parametara u kaiji koncentracije
poliiona [25]. Tipi£an spektar koji je dobiven je prikazanaaslici 1.24. Spektri su
prilagozeni na izraze oblika Havrilka-Negami s ciliem kvanttiranja parametara
relaksacije.

1] L
1 76 per o 1 0L e

(1.87)

Indikativno je da, iako su opazili dvije relaksacije, odlufiilsu analizirati samo onu
na vioj frekvenciji. Primijetimo da pojedinu relaksaciju opsuju s 4 parametra.

s [ ]

€ I ]

= 200 o .

Y .%&fﬁbm@ AAAAAAAA [ WSSO _

5 | R
(0))

\J 100 - “TgReeenee® T

?) | 4
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Slika 1.23: Vodljivost normirana koncentracijom DNA u funkdi koncentracije
DNA za 146 bp dugu DNA. Preuzeto iz [19].

42




1.6. ISTRASIVANJE PROTUIONSKE ATMOSFERE
DIELEKTRIfNOM SPEKTROSKOPIJOM

Slika 1.24: Realni"®i imaginarni "®®dio kompleksne dielektriEne funkcije otopine
NaPSS-a koncentracije 0.4 g/L. Preuzeto iz [25]

Na slici 1.25 je prikazana ovisnost jednog od ta tri parametra, kakteristiEnog
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vremena relaksacije o koncentraciji monomera za poliioneziiitog stupnja poli-
merizacije.

Slika 1.25: Ovisnost karakteristifnog vremena relaksacije o monomernoj kon-
centraciji NaPSS-a u dvostrukom logaritamskom prikazu za potine razlifitog
stupnja polimerizacije. Pune linije imaju nagibe 1 i 2-3. Preuzeto iz [25].

Kako protumacfiti dobivene rezultate? Za?to karakteristiEnovrijeme opada s
koncentracijom polimera? Kako protuma&iti razlifite nadie te £injenicu da kon-
centracija na kojoj dolazi do promjene nagiba ovisi o stupnjug@imerizacije poli-
mera? Probajmo po redu odgovoriti na zadana pitanja. KaraktestiEno vrijeme je
mjera koliko dugo su protuioni sudjelovali u relaksaciji. Prirdno je pretpostaviti
da 2to je ono krate da su protuioni prevalili kra¢i put u relaksag. Da bi protu-
ioni sudjelovali u relaksaciji oni se moraju nalaziti u nehomamnom elektriEnosm
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potencijalu poliiona. To je naznafeno na slici 1.26, a prot@zje potencijala je
to manje 2to su poliioni mezusobno bli°e uslijed pove¢anja njine koncentracije.
Kako bismo odgovorili na pitanje za2to su nagibi vs. c razlifiti pogledajmo ovis-

Slika 1.26: Udaljenost poliiona u razrijezenoj i polurazrijgenoj otopini s prosje£-
nom udaljeno?¢u danom korelacijskom duljinom. (a) Za pro | elektrostatskog

potencijala se smatra da se u oba sluEaja pona2a periodiEno s periodon{b)

.elijski model poliiona sa sfernom ¢elijom u razrijezenim i cindriEnom u polu-
razrijezenim otopinama. Preuzeto iz [25].

nost udaljenosti poliiona o njihovoj koncentraciji, u razrieZzenoj i polurazrijezenoj
otopini. U ¢elijskom modelu, ¢elija opisana svakom poliionu razrijeZene otopine
je sfera a polurazrijezene valjak.

Udaljenost od poliiona do ruba njegove Celije je u razrijezenoj otopini &
c 12 a u polurazrijezenoj Ec 2 [29]. Protuioni se kre¢w difuzno te je veza
njihovog karakteristiEnog vremena i karakteristitnog putd E D , D difuzijska
konstanta protuiona [24]. To na kraju daje 2 ¢ 23 zarazrijezenu i 2
c ! za polurazrijezenu otopinu. Ovaj izvod je pregledno prikan u tablici 1.2.
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Tablica 1.2: Ocjene ovisnosti karakteristifEnog vremena relsécije o koncentraciji
polielektrolita.

razrijeZzene otopine polurazrijeZzene otopine

v 3 vV 2
EV 1 Ec 3 EV 1 Ec 12
2 23 2 o1

Stoga promjenu nagiba s 1 na 2~3 na slici mo®°emo interpretirati kao pro-
mjenu razrijeZene otopine u polurazrijezenu a koncentrgci na kojoj se ta pro-
mjena dogaza grani£nom.

Jo? preostaje odgovoriti na posljednje pitanje za?to grani£nlkoncentracija ovisi
0 stupnju polimerizacijeN . Trebamo se prisjetiti formule 1.29 i ovisnosti graniEne
koncentracije o stupnju polimerizacijec N 2 2to je prikazani rad i potvrdio.

1.6.1 Istraivanje atmosfere DNA dielektriEno spektrosko-
pijom

Kao 2to smo ve¢ naveli istralivanja otopina DNA dielektriEnom spektroskopi-
jom zapo€£inju 1970.-tih godina i traju sve do danas [53,72 1Uzrok tako dugo
nedovr?enim istra®ivanjima su neslaganja autora oko interpreicije izmjerenih re-
zultata. Naime, ne sla®u se svi autori s Itovim vizenjem mehanizenrelaksacije
protuiona. Osim Itovog viZzenja uktuacije protuiona okomito na smjer poliiona,
javijaju se i interpretacije uktuacije paralelno sa smjerom pliiona. Nadalje,
autori se razilaze i po pogledu vrste protuiona koji sudjeluju velaksaciji. Stoga
sam za odabrane radove pregledno u tablici 1.3 ozna£io intefaciju koju autori
sugeriraju.

Tablica 1.3: Predlo®eni mehanizmi relaksacije otopina DNA
autor smjer vrsta

Saif [75] paralelno | kondenzirani
Bone [76] paralelno | kondenzirani
Bakewell [78] | paralelno| slobodni
Omori [79] paralelno -
Katsumoto [80] | okomito slobodni
Grgi£in [53] okomito slobodni
Ermilova [81] | paralelno| slobodni

Vidimo da je prevladavaju¢e mi?ljenje da je relaksacija protoina paralelna
smjeru poliiona, dok su o vrsti protuiona podijeljena mi2ljenja.U poglavlju 3 mi
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¢emo iznijeti na2e rezultate koji upuCuju da je smjer relaksgei protuiona supro-
tan prevladavaju¢em mi2ljenju. Polielektroliti se na Instituu za ziku proufavaju
od 2003. godine. To je rezultiralo prvom publikacijom 2006godine [26] u kojoj
se izvje2tava 0 koncentracijskoj ovisnosti karakteristitnih skal polurazrijezenih
otopina genomske DNA bez i s dodanom soli. U frekventnom raspond ®00Hz-
100MHz opa®ene su dvije relaksacije; niskofrekventna (LF) u rasponu3kHz-
70kHz i visokofrekventna (HF)u rasponu 01 MHz 15MHz. Sljede¢e godine
publiciran je i opse®niji rad [27]. SaCetak glavnog rezultat tog rada se nalazi na

Slika 1.27: KarakteristiEna skala HF relaksacije £istih vodenibtopina (otvoreni
kvadrati) i s dodatkom natrij klorida ionske jakosti s 1 mM (puni kvadrati).

Pune linije su prilagodbe na zakon pontencij& . E c {32 i ¢ za koncen-
tracije manje i veCe odc,, 0:6 mg~mL. KarakteristiEna skala LF relaksacije
£istih vodenih otopina (otvoreni trokuti) i s dodatkom natrij klorida ionske ja-
kosti ¢ 1 mM (puni trokuti). Pune linije su prilagodbe na zakon potencije
Lir Ec 2 9094, Preuzeto iz [27].

slici 1.27. Promjena ovisnostLyr u £istim vodenim otopinama s potencije 0:5
na visokim koncentracijama na 0:33 na niskim koncentracijama je interpretirana
na slijede¢i nafin. Lyr na visokim koncentracijama mijeri korelacijsku duljinu.
Sni®avanjem koncentracije dvostruka uzvojnica DNA postaje rstabilnija te hi-
drofobna nutrina DNA postane djelomi£no dostupna za otapalogetto uzrokuje
promjenu ovisnosti. Rezultati dobiveni na slanim otopina takber ne pokazuju
monotonu ovisnost o koncentraciji. Na visokim koncentracijamB®NA, na kojima
je vi2e intrinsi£nih protuiona s DNA nego iona dodanih soli, karteristiEna skala
se poklapa s onom u £istim vodenim otopinama. MezZutim sni®avagin koncentra-
cije DNA prevladaju ioni dodane soli te tada duljina koja se mjeépostaje Debyeva

1 duljina zasjenjenja. Debyeva duljina zasjenjenja je najkratduljina za koju
ion otopinu osjet¢a neutralnom a rafuna se po slijede¢em izrazu

) 2¢?

s (1.88)
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gdje je ionska jakost otopine dana izrazom

ls 1-m® 1-2Q z’¢ 1-m3 (1.89)

gdje je ¢ koncentracija az valencija protuiona. Sad jo? preostaje za komentirati
karakteristiEnu skalu niskofrekventne relaksacije. U cijelormjerenom podru£ju
koncentracija ona ima monotono pona2anje koje unutar pogredkmjerenja ovisi s
0:25 potencijom koncentracije. U poglavlju 1.3.1 smo pokazala udaljenost kra-
jeva Gaussova lanca ovisi 0 umno2ku korijena broja karika i dukji karike lanca. U
polurazrijezenim otopinama karika lanca je dana korelagkim volumenom radi-
jusa unutar kojeg se nalazic 3 monomera poliiona ako pretpostavimo potpunu
ispunjenost prostora korelacijskim volumenima. Iz toga mo°emazratunati da
takav lanac imaN ~"c 3¢ karika duljine £ija udaljenost krajeva je jednaka

12 12
N, <Cﬂ- Ewmic 1277 Ec (1.90)

Stoga postoji podloga za tvrdnju da niskofrekventna relaksgaimjeri udaljenost
krajeva poliiona polurazrijeze otopine.

Slane otopine nemaju monotono pona2anje. Na koncentracijanma kojima
ima vi2e intrinsiEnih protuiona karakteristiEna duljina je jednakog iznosa kao i
za vodene otopine. MeZutim smanjenjem koncentracije DNA préada utjecaj
dodane soli na koncentraciji od oko:6 mg~mL te se skala koja se mjeri zaravna
na iznos od 5hm 2to je upravo strukturna duljina ustrajnosti DNA, o £emu smo
pisali u poglaviju 1.3.3.

Nakon tih rezultata na polurazrijeZzenim otopinama genomske BA stupnja
polimerizacije 2kbp 20 kbpsljede¢e godine su objavljeni rezultati za razrijezenu
otopinu 146bpDNA [28]. U £istim vodenih otopinamal yr Ec %33, Budu¢i da su
to razrijezene otopine udaljenost izmezu poliiona u njima i@ upravo takvu ovis-
nost o koncentraciji. Otopine s dodanom soli unutar pogre2ke gazuju isto pona-
2anje iako se moPe spekulirati da na koncentracijama ni°ima othya @0:3 mg~mL
po£inju pokazivati razlifito pona?anje i postaju neovisni o kacentraciji DNA s
iznosom koji odgovara Debyevoj duljini zasjenjenja za 1 mM NaCl

1.7 Ostale metode istra®ivanje protuionske at-
mosfere

Manning i Oosawa dali su [8,9,82,83] MO koncept ionske atmosfeaji je
dobra osnova za razmatranje raspodjele iona. Ipak teorija kdanzacije Kkoristi
pojednostavljenja u modeliranju poliiona i protuionske atmsfere [84]. PB teorija
opisuje elektrostatski potencijal oko poliiona i kako se taj peincijal mijenja uslijed
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Lye (nm)

0.01 0.1 1 10

Slika 1.28: Glavni panel: KarakteristifEna skala HF relaksacij€istih vodenih oto-
pina (otvoreni kvadrati) i s dodatkom natrij klorida ionske jakostils 1 mM (puni

kvadrati). Puna linija je prilagodba na zakon potencijeLyr Ec333. Umetak:

Ly otopine koncentracijecpna  0:5 mg~mL u funkciji ionske jakosti dodanog
natrij klorida |s. Puna crta oznafava Debyevu duljinu zasjenjenja za istra®ivan
kolifinu dodane soli. Preuzeto iz [28].

prisustva iona razli£itih vrsta i koncentracija i time daje viedetalja. Aproksima-
cija srednjeg polja i kori¢tenje kontinuiranog modela za otago £ine PB teoriju
konceptualno jednostavnom i rafunalno slijedivom. Postojamjnumeri£kin mo-
dela za rje?avanje nelinearne PB jednad®be za kompleksne biKe sisteme su
dovele do jo? vete uporabe PB teorije. Ipak PB teorija ima svojagoani£enja.
loni su tretirani kao tof£kasti naboji bez volumena. Stoga, svsijva bazirana na
nedostupnom volumenu, volumenu u koji ne mogu ioni prodrijefer taj volumen
zauzimaju drugi, su nedostupna PB teorijom. Nadalje PB daje Boltnannovu ras-
podjelu iona za svaku udaljenost. Ova usrednjena gusto¢a ionau@ma u obzir
ofekivane korelacije uslijed utjecaja pozicije pojedinogria na ostale u atmosferi.
lako su poznata upravo nabrojana ograni£enja teorijskih raga jo? nisu dostupni
eksperimentalni rezultati za usporedbu. Vec¢ina fundamentah eksperimentalnih
podataka ne omogu¢ava kompletni termodinami£ki opis atmesé. Postoji neko-
liko eksperimentalnih radova koji ocjenjuju sastav atmosferenezutim svaki od
njih ima zna£ajna ograni£enja. 'irenje linija? Na NMR je posljedica mezudjelo-
vanja Na iona s DNA [85], ali ne postoji direktna poveznica izmezu 2iregjlinija

i termodinamif£kog vezanjadNa u atmosferi koje je potrebno za testirati postojete
modele. Anomalno raspr2enje X-zraka [86 92] omogu¢ava inforipu 0 raspodijeli
iona u neposrednoj blizini DNA, ali je ograni£ena kvanti cirajem vezanih iona
i skupo¢tom mjerenja. Vezanje iona na DNA se mo°e izufavati urawe®enjem
koncentracije istra®ivane otopine prema puferu u kojem se koantracija puferske
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I istra®ivane otopine odrezuje atomskom emisijskom spektroskgpm [50]. Ova
metoda omogucava termodinami£ku mjeru vezanja iona, ali amznafajno raspr-
2enje rezultata prilikom mjerenja atomske emisije.

Dvovalentni protuioni se natjefu s jednovalentnim u zasjerpgu DNA [93].
Promjene vezanja?®Na u prisustvu drugih iona se mogu istra®ivati NMR-om.
NMR mjerenjem primje¢en je razlifit utjecaj M@ na vezanje natrija u odnosu
na druge dvovalentne ione (Ni, Mg? i Co? ). To uputuje da Mr? za razliku
od Mg? , Ce® i Ni? drugafije mijenja poliionsku povr2inu te samim time i pro-
tuionsku atmosferu [94 98]. Va°no je istaknuti i da je primje¢aa singularnost
pona2anja mangana u istra®ivanju termalne denaturacije kojmokazuje destabili-
zaciju dvostruke zavojnice inducirane Cb i Ni2 u suprotnosti sa stabiliziraju¢im
efektom primje¢enim za MA te jo? vize za Mg? [49].

Mjerenjem anomalnog raspr?enja X-zraka (A-SAXS) u male kuteve me°se
odrediti vrsta mezudjelovanja DNA poliiona [89]. Izmjereni mtenzitet raspr2enja
| Qe se sastoji od dvije komponente: form faktoP " Qe koji potjefe od pojedine
DNA i strukturni faktor S"Qe koji govori 0 mezudjelovanju DNA, tj. strukturi
otopine. Za DNA koncentracije 005 @c @1 mM bez dodane soli je primije¢eno
zna£ajno strukturno urezenje uslijed jake odbojnosti izmezu A, a prosjeEna
udaljenost izmezu molekula u razrijezenoj otopini o£ekivanovisi kaoc 2. Do-
davanjem NaCl-a do koncentracije 400 mM mezudjelovanje izrhe DNA lanaca
je jo? uvijek odbojno mezutim dodavanjem samo 8.3 mM Mg mezudijelovanje
postane priviaEno.

Bolje razumijevanje strukture i energetike protuionske atmgfere zahtjeva eks-
perimentalni pristup koji direktno i precizno mjeri kompleti sastav atmosfere.
Brzo skupljanje podataka je va®no jer omogut¢ava usporedbu atsfera za raz-
lifite vrste iona i molekula te pod razlifitim uvjetima. Metala koja odgovara
gornjem opisu je puferima ostvarena ravnote®a a atomskom emism spektro-
skopijom odreZen sastav otopine.

Ovisnost vrste iona koji neutraliziraju DNA o koncentraciji dodanih natrija
je prikzana na slici 1.29. Rezultati pokazuju sistematsko opadpe broja vezanih
natrijevih iona s pove¢anjem koncentracije istih u otopiniOvaj trend je i teorijski
reproduciran kao rje2enje PB jedand®be a mo®emo ga razumijeti slijede¢i na£in.
Potencijal DNA se manje prote®e u otopinu kada je koncentra@jiona veta. To
povila£i dvije posljedice: asocirani kationi koji su privuEersvim potencijalom su
locirani u manjem volumenu oko DNA, te je stoga njihova koncerdicija lokalno
povetana. Druga posljedica smanjenja velifine tog podru£javetane koncentra-
cije je strmiji koncentracijski gradijent izmeZzu asociranih islobodnih (eng. bulk)
iona. Stoga je porast entropije (porast koncentracijskog grgenta) zna£ajniji za
asocijaciju kationa nego osiroma2enje aniona. Slobodna enggtoga favorizira
osiroma2enje aniona naspram akumulacije kationa u neutralizgi naboja DNA
na visokim slanostima [50]. Unato£ velikom terorijskom i ekspergntalnom ulo-
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Slika 1.29: Neutralizacija 24bp DNA (-46 naboja) asocijacijorNa (#) i osiro-
ma2enjem aniona §). Asocirani natrijevi ioni uvetani za istisnute anione daju
ukupni naboj ionske atmosfere4, puna linijja +46). Rezultati su usporezeni s
predvizanjem PB teorije za jednovalentne ione (isprekidanete). Preuzeto iz [50].

%enom naporu, posebno u posljednjih 10 godina, svojstva polikielita potifu
daljnja istralivanja. Istrafivanja razlifitin polielektro lita razlifitim eksperimen-
talnim metodama £esto vode na kontroverzne zakljuEke i obi£su nepouzdanosti
izmjerenih podataka velike 2to onemoguc¢ava jedinstvene sliggukture i dinamike
polielektrolita. Stoga je jo? uvijek va®no dati odgovor na mizgled jednostavna pi-
tanja o udjelu kondenziranih protuiona i prote®nosti protuonske atmosfere.
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Slika 1.30: Shematski prikaz ionske atmosfere nukleinske kigeli Kru®i¢i pred-

stavljaju suvi?ak protuiona a trokuti¢i osiroma2enje koiona u amosferi kada ih
usporedimo s otopinama iste nominalne koncentracije. Prikazj@ samo shemat-
ski nego je i kvantitativan na nafin da svaki simbol oznafava 2na. 1z prikaza

mo°emo uo£iti nekoliko trendova: (i) Veta ukupna ionska jalsb povetava osiroma-
2enje koionima; (i) atmosfera s dominantnim dvovalentnim potuionima uzrokuje

u% volumen asociranja iona okolo DNA poliiona. (iii) za podjdnaku koncentra-

ciju jedno i dvovalentnih protuiona u atmosferi se dominantnmalaze dvovalentni.
(iv) £ak i u jakom suviku jednovalentnih iona odrezeni udio dralentnih ¢e biti

asociran s nukleinskom kiselinom. Preuzeto iz [99].
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2.1 Priprema vodenih otopina DNA

Karakterizaciju otopina u smislu odrezZivanja stupnja polimeizacije uzo-
raka smo radili na gel elektroforezi a rezultati su prikazani ao slici 2.1.
Vanjsko elektriEno polja uzrokuje gibanje DNA s lijevog premdesnom rubu gela.

- | |
W

I io lizirani suhi kon£i¢i NaDNA su nabavljeni od Sigma-Aldrich (D1626).

Lane ¢ ¢

-ez <

Lane® ¢

Lane ¢ «

v v

Slika 2.1: Slika agaroznog gela. Slijed uzoraka odozgo peewiolje je slijedeci:
linija 1- komercijalni marker velifine DNA O'GeneRuler Ladeér Mix (100 do 10
000 bp); linije 2 i 3- DNA otopina koncentracije 0.33 g/L; linje 4 i 5- DNA otopine
koncentracije 0.2 g/L; linija 6- komercijalni marker velifna DNA Lambda DNA
od 125 do 21226 bp. Preuzeto iz [100].
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Uz pomo¢ markera poznatih stupnjeva polimerizacije procjaujg se stupanj poli-
merazcije uzorka od interesa. Za DNA koju smo koristili vidimo dge polidisperzna
s ve¢inom fragmenata izmezu 2 000- 20 000 bp 2to odgovara présiej duljina
fragmenta 4 m . S obzirom na vrstu uzoraka koju °elimo pripremiti razlikuju

(SUHA NaDNA |
] ./ OTOPINE S DRUGIM )

OTOPINE NaDNA S DODANOM SOLI (Mg, Mn)
Otapanjem suhe DNA u Otapanjem suhe DNA Otapanjem suhe NaDNA u
vodllpr0|zvedemo majku u 1 mM otopini NaCl-a 25 mM otopini soli
otopinu konc. DNA 5 g/L proizvedemo majku Mg(Mn)Cl , dobijemo

otopinu konc. DNA 5 majku otopinu konc. 5 g/L
l g/Lul mM NaCl \ i /
i | .
5DJULMHYHQMHP bLVWRP Dijaliza prema 10mM te
vodom proizvedemo 5D]JULMH Y HQ MM P zatim prema 1mM. Po

DNA u rasponu konc. NaCl proizvedemo DNA u potrebi i prema 0.1 mM

0.01-5g/L rasponu konc. 0.01-5 g/L \WH pLVWRM YRG]J

i
5D]ULMHyHQMHP\\;
mM soli ili vodi
proizvedemo DNA u

\rasponu konc. 0.01-5g/L )

s

Slika 2.2: Shematski prikaz priprave otopina koji se mo®e poeljti na tri pro-
tokola. Lijevi za pripremu £istih vodenih otopina NaDNA, srednjiza pripremu
vodenih otopina NaDNA s dodanim NaCl-om te desni za pripravu otopa DNA s
dvovalentnim metalnim protuionima u £istim vodenim i u otophama s dodanom
soli.

se protokoli priprave uzoraka. Najjednostvaniji je protokol ppreme £istih vode-
nih uzoraka NaDNA. Naime, budu¢i da su nabavljeni uzorci suhi korfiiNaDNA
(Sigma D1626), samo ih je potrebno otopiti u odgovaraju¢em mmenu deminera-
lizirane vodene (Millipore) s ciljiem dobivanja majke otopie koncentracije 5 g/L.
Nakon toga dodavanjem vode se pripremi cijeli set otopina u raspo od 0.01-5
g/L. Ne?to slo®eniji protokol koristimo prilikom priprave vodenih otopina NaDNA
s NaCl-om. Tada suhe kon£fi¢e otapamo u vodenoj otopini NaCl-anaentracije
1 mM s ciljem dobivanja majke otopine koncentracije 5 g/L DNA. &kvu majku
otopinu razrijezujemo s 1 mM NaCl-om da bi proizveli cijeli set rasponu 0.01-5
g/L s dodanih 1 mM NaCl-a. Najslo®eniji protokol koristimo prilikom priprave
DNA s nekom drugom vrstom protuiona. Naime, tada je prvo potrebm natrijeve
protuione iz suhih konf£i¢a DNA zamijeniti s ciljanim protuionina. Protuioni ko-
jima smo mi zamjenjivali natrijeve su magnezij i mangan. A nité DNA prema
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njima je ve¢i nego za natrij. Stoga izmjenu vrzimo otapanjem NaNA u 25 mM

soli (MgCl; ili MnCl ;). Tim postupkom smo izvraili izmjenu natrijevih iona s

dvovalentnima metalnima iz kondenzirane atmosfere oko DNA. 3ge potrebno

natrijeve protuioone odstraniti iz otopine, a to se vr2 dijalzom prema otopinama
soli dvovalentnih metala (MgCh ili MnCl ;). Dijaliza se vr2i 48 sati prema 10 mM
otopini soli s zamjenom nakon 24 sata u omjeru volumena 1:10@® se nakon toga
ponovi postupak prema 1 mM otopini soli [53]. Nakon toga ako °afio uzorke s
dodanim 1 mM soli takvu majku otopinu koncentracije 5 g/L razijezujemo s 1
mM otopinom da bi proizveli cijeli set u rasponu 0.01-5 g/L otome DNA. MeZu-

tim ako pripremamo otopine s ni°om koncentracijom dodane dali £iste vodene
otopine onda dodatnim dijalizama odstranjujemo suvi?ak ionazi otopine te tek
tada tu majku otopinu razrijezujemo s ciljem dobivanja cijéog seta otopina.

Koncentracija prijelaza iz razrijeZzene u polurazrijeZenwtopinu ovisi 0 stupnju
polimerizacije poliiona te je veta 2to je stupanj polimerizae maniji, vidi izraz
1.29. Koncentracija prijelaza za uzorke duljine 2 000 bp imsi 0.007 g/L dok je za
du®e uzorke jo? i manja. Zato sa sigurno2¢u mo°emo rec¢i da su uzoucrasponu
koncentracija 0.01-5 g/L koje smo mi proufavali, u poluragzgzenom re®imu.

Koncentraciju iona u otopini izra®avamo umM  mmol~L dok koncentraciju
DNA izra®avamo u g~L. Mezutim £esto trebamo usporediti koncentraciju fosfata
DNA s koncentracijom iona u otopini, te stoga trebamo izrafuriamolarnu kon-
centraciju parova baza DNA:

9 _ 9 _
CL Mpm CL 666mo| cM
cmM C 9 1:5mOI
L mg

(2.1)

gdje je m, molarna masa para baza monomer®NA koja iznosi 666 g/mol.
Mezutim ako °elimo usporezivati koncentraciju fosfata DNA i iona u otopini onda
se trebamo prisjetiti da par baza DNA nosi 2 fosfata.

2.2 Mijerne tehnike

Niskofrekventnom dielektriEnom spektroskopijom dobivaju se patci o elek-
triEnoj vodljivosti i o kompleksnoj dielektriEnoj funkciji otopine. Mjerni postav
pomoc¢u kojeg dobivamo te podatke sastoji se od mjerne komore yukstavljamo
uzorak, mjerafa admitancije Agilent 4294A i temperaturnogdatrolera.
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2.2.1 Komora za dielektriEna mjerenja

Komora za dielektrifna mjerenja se sastoji od dvodijelnog pleklasnog ku¢i-
2ta u koje je utisnuto £eli£no tijelo. Unutar £elifnog tijela ngodlozi od staklad
nalaze se platinske elektrode. Kad su obje polovice kutita zatene platinske
elektrode formiraju kondenzator unutar kojeg se nalazi uzak. Po obodu s unu-
tarnje strane tijela nalazi se brtva £ija je svrha smanjenje hldjenja otopine. Unu-
tar tijela nalazi se jo? i Pt-100 termometar. Koaksijalnim vodEem povezane su
platinske elektrode s BNC konektorom. Vodi£em je povezan i PBQ termometar
s konektorom na ku¢i2t¢. Funkcija £elif£nog tijela je smanjenje hlapljenja otopine,
eliminacija utjecaja elektriEnih smetnji na mjerenjé, te smanjenje temperaturnih
oscilacija zbog mase ku¢i2ta. Raspon volumena mjerene otopinea biti u inter-

Slika 2.3: Slika redom prikazuje: rasklopljenu komoru na koj se u pozadini
vidi druga polovica tijela, stavljanje otopine u komoru i sheratski prikaz presjeka
sklopljene komore s Peltier elementima.

1Svrha podloge je da elektrifki izolira platinske elektrode od £elifnog ku¢ita.
2Na slici 2.3 se konektor termometra vidi iza dva BNC konektora.
3Tijelo je u biti Faradayev kavez.
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valu 50 200 L , no mi radimo s uzorcima velifine 100 . Komora omoguc¢uje
mjerenje kompleksne vodljivosti s ponovljivo2¢u od :B%* u rasponu speci £ne
vodljivosti od 1:5 2000 S ~cm. Konstanta komore odrezena je mjerenjem na
frekvenciji 100kHz speci £ne vodljivost standardnih uzoraka KCl-a molarne kon-
centracije 10mM (katalo2ki broj 51300138) i 05 mM (katalo2ki broj 51302153)
kupljenih od tvrtke Mettler-Toledo. Na toj frekvenciji se mjei i vodljivost oto-
pine. Dodatna provjera bila je mjerenje kapaciteta komoredda nema otopine i
kada je uzorak 100L £iste vode. Iz razlike kapaciteta i poznate vrijednosti per-
mitivnosti £iste vode"y,0 7865 dobiven je rezultat za konstantu komore koji
odgovara gornjoj vrijednosti dobivenoj mjerenjem speci £ngodljivosti standard-
nih uzoraka. Konstanta komore iznosi~S 0:1042 0:0006cm ! gdje je efektivha
kontaktna povr2ina elektrode i otopine volumena 100L jednakaS 0:98 cn?,
a udaljenost platinskih elektroda iznosi  0:1021 0:0001cm. Vi2e 0 mjernom
postavu se mo®e nac¢i u [100].

2.2.2 MjeraE admitancije Agilent 4294A

Agilent 4294A je kori2ten za odreZivanje kompleksne admitan@ vodenih oto-
pina u podruf£ju 40Hz B B110MHz. S cillem skratenja vremena mjerenja,
a budu¢i da nam podrufje ispod 10Biz nije zikalno zna£ajno mi mjerenja vr-
2imo u intervalu frekvencija 100Hz B B110MHz. U tom intervalu frekvencija
izvrsimo 201 mijerenje, tj. 29 mjerenja po dekadi frekvencijea mjerne velifine
su vodljivost Gex,”! 2 ¢ i kapacitet Ceyp ™! #°. Prilikom mjerenja admitancije
amplituda je iznosila 50mV pri kojoj je 2um zanemariv, a odgovor linearan. To
je potvrzeno mjerenjima u rasponu amplituda pobude od 20500 mV. Budud¢i
je udaljenost elektroda pribli°no 1mm jakost primijenjenog elektrifnog polja za
amplitudu od 50 mV je 50 V~m. UreZaj je kori?ten u re®imu postavke BW=>5
2to zna£i da se nakon relativno dugog £ekanja da se ustali sinusnadulacija vrai
mjerenje na pojedinoj frekvenciji. Prednost takvog mjerenjge manji 2um iako ono
traje du®e nego mjerenje s postavkom BW=1. Tri uzastopna prokka kroz cijeli
raspon frekvencija su razena da bi se usrednjio eventualni utggcvarijacije tem-
perature otopine na izmjerene velifine. Cijela opisana predura mjerenja iznosi
2 minute.

40.1% otpada na neto£nost u razmaku elektrodi koja iznosi do Im na razmaku elektrodi
od 1 mm, neto£nost pipetiranja iznosi 0.2% te neto£nost u polo®aju otopine na elektrodi ugfe
na mjerene rezultate do 0.2%.

SIzmjerena vodljivost i kapacitet su sastavnice admitancije Yexp ! ¢ Geyp ! o IC o ! e,
te zato u tekstu govorimo da mjerimo admitanciju.

57




POGLAVLIE 2. MATERIJALI | METODE

2.2.3 Temperaturna stabilnost

Za odrlavanje konstantne temperature otopine unutar komorea dielektriEna
mjerenja slu®e nam Peltierovi elementi koje stavljamo s vanjskstrane ku¢i2ta,
Pt-100 termometar koji se nalazi unutar ku¢i2ta te mjeri tempeaturu otopine i
temperaturni kontroler QC-PC-0S-21 G proizvoZzata KueppeGmbh. Nabrojani
urezaji rade na slijede¢i nafin. Peltierov element se nalaza mluminijskom bloku
te se takav sklop prilikom vr2enja mjerenja stavlja s gornje i dge strane tijela
komore. Stabilizacija temperature koju posti°’emo s navedem aparaturom je
reda 10mK .

2.2.4 Uzroci neto£nosti mjerenih velifina

U procesu mjerenja imamo vi2e izvora neto£nosti. Znafajan iavoeto£nosti
moPe biti vje?tina pripravljanja otopine, tj. neto£nost pri mjerenju mase i odre-
Zivanju volumena otopine, dakle koncentracije otopine. $kustvom ta neto£nost
se lako ukloni. Ipak, najve¢i problem koji nam unosi neto£nost mjerenje je po-
larizacija elektroda. Naime, u blizini elektroda koje nam sRe i za pobudu i za
mjerenje nakupljaju se naboji iz otopine.

Slika 2.4: Skica polarizacije elektroda s elektrifnom shempte ekvivalenthom
pojednostavljenom shemom prikazana je na a) slicCy i Rg 0znafuju kapacitet i
otpor polarizacijskog efekta na elektrodi i oni se mogu prikazi kao paralelni spoj
kondenzatora i otporaCgp, Rep. Zs je 0znaka za impedanciju mjerene otopine.
Na b) slici su prikazani izmjereni kapacitet i vodljivost za pozdinu koncentracije
soli 0.03 mM i 10 mM. Velifine obojano crveno oznafavaju vasfst, a velifine
obojane plavo kapacitet. Crna crta predstavlja pravac propaionalan s@E1~ 2.

Stoga prilikom mjerenja, admitancija otopine je uve¢ana zadmitanciju efekta
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polarizacije elektroda, vidi sliku 2.4:

1
| 2R2Cgp
R Rs Rep RSl 2R?C? (2.3)

C G (2.2)

gdje suCs i Rs kapacitet i otpor otopine, aCep | Rgp kapacitet i otpor efekta
polarizacije elektrodi [101]. 1z izraza (2.2) i (2.3) se moYé£itati, a sa slike 2.4 b)
se vidi da je utjecaj polarizacije elektroda ve¢i na ni°im fiezencijama, te da raste
s koncentracijom protuiona u otopini. Upravo zbog toga kod rerenja na visokim
koncentracijama i niskim frekvencijama doprinos polarizée elektroda nam je
vec¢i od doprinosaLF moda polielektrolitske otopine. Za koncentracije vete od
¢ 5 mg~mL nismo uspjevali na potpuno zadovoljaju¢i naf£in odrediti pamaetre
prilagodne dielektriEnog odgovora pa podatke elektriEneodljivosti analiziramo
samo do te koncentracije. Sa slike 2.4 b) mo®emo vidjeti razlag?to je odabrana
upravo frekvencija 100 kHz za ofitanje podatka elektritne vodljivosti. Za
odrezenu koncentraciju otopine oko te frekvencije vodljost je konstantna. Na
toj frekvenciji su najmaniji efekti polarizacije elektroda irezonantne frekvencije
mjernog postava te smatramo da vodljivost izmjerena u tom podfiju najbolje
odgovara vodljivosti otopine.

2.3 Odizmjerenih velifina do kompleksne dielek-
triene funkcije

Tehniku kojom se slu®imo nazivamo niskofrekventnom dielekthom spektro-
skopijom. Budu¢i iz izmjerenih velifina vodljivosti i kapadeta raEunamo dielek-
triEnu funkciju veza impedancije i dielektriEne funkcije seno®e pokazati pomo¢u
Maxwellove jednad®be

- - @tte

© Hrte Bt o (2.4)
gdje je Mte vektor magnetskog polja, o je speci £na vodljivost slobodnih nosi-
laca naboja,Bte _ENe't je vektor vanjskog elektriEnog polja kojim pobuZujemo
uzorak ate D\e' je vektor dielektriEnog pomaka polielektrolitske otopine
za kojeg smo pretpostavili da je u fazi s pobudor®¥'te, tj. da je odgovor poli-
elektrolitske otopine na pobudu trenutan. Izraz (2.4) mo°em napisati u prostoru
frekvencija na nafin
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s © Wrtedt g oBftedt g @tt°dt
. _ N itt
© g H\e" dt os Bt dt g @ﬁ\ée’t dt
© . N SLCLLI =" dt
”i °
0
© M. o1 e it g D" dt
© Htr. BN e it Dby
© Wie o le M the BT

(2.5)

gdje smo u zadnjoj jednakosti_iskoristili vezu dielektriEnog poaka i elektriEnog
polja u frekventnom prostoru1 « "o"*1 «B¥1 . Budu¢i da vrijedi Ampérov i
Ohmov zakon za ukupnu struju

J}Lljkupnol\! ° © PNA! .
Niwpno ™! # el
(2.6)

te usporedbom izraza (2.5) i izraza (2.6) dolazimo do tra®egazraza koji povezuje
speci £nu vodljivosti i dielektriEnu funkciju u prostoru frekvencija

~
| o

ol QM "l e (2.7)

Prilikom mjerenja mi izmjerimo vodljivost uzorka, ali i paraatske doprinose

oo le  le gTle i ol (2.8)

gdje je , doprinos speci £noj vodljivost parazitskih otpora mjernog pstavef.
Kada je parazitski otpor na2eg mjernog postava manji od ostalihnjednosti u
izrazu (2.8) pretpostavka da on linearno ulazi u izraz (2.8)ej opravdana. Da
bi odredili doprinos dielektriEnoj funkciji moramo izmjeiti speci £nu vodljivost
otopine bez poliiona. Tu vodljivost zovemo vodljivost pozadee.

®Najve¢i dio tog doprinosa je uzrokovan efektom polarizacije elektroda koji¢ obja2njen u
poglaviju 2.2.4.
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R e K (L (2.9)

Dielektri£nu funkciju polielektrolitske otopine" ey, ! * mo°emo razumjeti kao struju
polarizacije prouf£avanog sistema "! « uve¢anu za ostale doprinose kojima su re-
zonantne frekvencije iznad nama eksperimentalno uo£ljivihnpogledati sliku 2.5

e (2.10)

n A

gdje smo s" ! « obiljeCili sistem koji proufavamo. Poanta izraza (2.10) je zuali-
zirana na slici 2.5. Oduzimanjem izraza (2.9) od izraza (2.8 uvritavanje izraza
(2.10) u izraz (2.8) dobijemo

R S o R T T N A )

Vodljivost pozadine ,, je dobivena mjerenjem vodljivosti vodene otopine NacCl.
Vodljivost pozadine ima dvije komponente: jedna je vodljivet iona Na i ClI

0,0+ @ druga proizlazi iz ostalih doprinosa kojima su rezonantnegkvencije iznad
nama eksperimentalno uo£ljivih. Ta druga komponenta dielakEne funkcije je
upravo jednaka komponenti dielektriEne funkcije polielékolitske otopine kojoj su
frekvencije iznad nama eksperimentalno uo£ljivih, tj'ye  ",0. TO je prikazano i
na slici 2.5. S dobrim odabirom koncentracije pozadine mo°e pesti¢i o, ! ¢

o ! ». Uz tu jednakost i maloprije iznesenu £injenicu o jednakosthg "p, izraz
2.11 glasi

el pole Mg "7l (2.12)

Po2to mi ne mjerimo ¢, ! i o ! © Ostalo nam je jo? te velifine izraziti preko
direktno mjerenih velifinaGeyx,™! ¢, Cexp ! ®, Gpo ! * 1 Cpo ! ». Kompleksna spe-
ci £na vodljivost  je de nirana kao produkt konstante komore i admitancije

- Iy, -
exp | ® §Yexp Lo

- I, -
po!. §Ypo!.

(2.13)

a admitanciju Y"! « £ine nama direktno mijerljive veli£ineG™! « i C"! » na nafin

"Gornja granica nama eksperimentalno dostupne frekvencije je 11MHz .
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Slika 2.5: Puna crta prikazuje vrijednost realnog dijela diektriEne funkcije uzorka
"exp- TOEKasta crta prikazuje vrijednost dielektriEne konstante akuuma, tj. vri-

jednost 1. Vrijednost dielektriEne funkcije istra®ivanog uzka " ~! e i vrijednost

dielektrifne funkcije za frekvencije ve¢e od eksperimemal uo£ljivin "y su obi-
lie®ene na slici.

Yoo ! *  Gep'le ilIC ol @
Yool e Gpole iIC pole
(2.14)

Oduzimanjem speci £ne vodljivosti pozadine od speci £ne vgdiosti polielek-
trolitske otopina na nafin da je uvr?ten izraza za admitancij€2.14) u izraz za
kompleksnu speci £nu vodljivost (2.13) dobivamo

~ - I - - a - -
exp l b po I ° § Gexp I ° Gpo I ° Igl Cexp I ° Cpo ' ° (2.15)

Usporedba izraza (2.15) s izrazom (2.12) te izjednaEavanjeeamih i imaginarnih
dijelova dobivamo:

||(E| °

Gexp'\! ° Gpo’\! °
| "

nwl— onl—

II(E'(]?.
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(2.16)

gdje smo kompleksnu dielektriEnu funkciju zapisali na na€ii " *® " *gdje je
" ®realni a " ®fmaginarni dio dielektrifne funkcije.

2.4 Prilagodba na izmjerene velifine

Oduzimanje pozadine nije mogu¢e napraviti sa savr?enom to£no2dj. nije
moguc¢e napraviti uzorak i pozadinu sa savr2eno istim koncentriggama. Ta razlika
u koncentraciji se kod prilagodbe o£ituje u neuklonjenim izsima vodljivosti Gy,
na niskim frekvencijama, prikazano na slici 2.6 a), i kapacita Cy,, na visokim
frekvencijama, prikazano na slici 2.6 b). (Koristimo primjerpruzet iz [102]). Te
neuklonjene vrijednosti, ofitane sa slika 2.6 a) i b), unosimo wahmodel. Neuk-

Slika 2.6: Frekventna ovisnost izmjerenih velifina vodljiwati i kapaciteta nakon
oduzimanja izmjerenih velifina pozadine od izmjerenih v€lna polielektrolitske
otopine nalazi se na slikama a) i b). Na slikama a) i b) su oznaEeniukdonjeni di-
jelovi mjernih velifinaGyq, i Cyor. Prikaz c) i d) je frekventna ovisnost kompleksne
dielektriEne funkcije £iji su izmjereni podatci obraZzeni naafin izraza (2.17).
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lonjeni doprinos dielektri£noj funkciji Cyo Unosimo u model kao parametar oblika
b '§Ck—0 a neuklonjeni dio Gy, unosimo u tom obliku u model. Uz te korekcije
vezu izmjerenih velifina i kompleksne dielektrifne funkeij(2.16) zapisujemo u
obliku

b

Gepr! ¢ GpoA! e Gyor
I n

nl— unl—
O:
nl— unl—=

0
(2.17)

2.5 DielektriEna funkcija i relaksacijski procesi

_ Protuioni su vezani za poliion, te oscilacijom oko poliiona uekuju polarizaciju
BF1e e oRf!«. &I« je vektor pomaka protuiona iz ravnote®nog poloaja a o
je gustota protuiona. Ta polarizacija inducirana titranjemprotuiona oko poliiona
stvara relaksacijski doprinos dielektriEnoj funkciji poliima " ! . Protuione opi-
sujemo jednad®bom gu2enog, tjeranog harmonijskog oscilatorgeEgu2enje dolazi
od sudara protuiona s molekulama vode

m*x  x kx eEy€" (2.18)

gdje je m* efektivna masa, @ m*~ je konstanta gu2enja, je vremenska kons-
tanta gu2enja ak je konstanta elastiEnosti koja opisuje vezu protuion&la na
poliion u vodenoj otopini. Uvrtavanjem stacionarnog rje2enja &1 e "1 o€t

u izraz (2.18) u svrhu odreZivanja koe cijent&}"! » dobivamo

~ eF_R& 1

)

o Tz e (2.19)

gdje je! 2 k~m*. Veza dielektriEnog pomakaD~! ¢, elektriEnog poljaE"! ¢ i
polarizacijeP"! « je

e moie P (2.20)

Buduc¢i da jeD"l e """l eE"l o iz izraza (2.20) proizlazi izraz za dielektriEnu
funkciju

8Homogeno rje2enje jednad®be (2.18) ne razmatramo po2to je ono prijelazno i ekspencijalno
trne u vremenu a mi smo kod mjerenja koristili Agilent postavku BW=5, k oja zna£i mjerenje
nakon 2to pobuda ve¢ dugo traje.
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Btre e o1
"le 1 (2.21)
IR TN Y
Uvr2tavanjem izraza (2.19) u izraz (2.21) dobivamo
" ne2 (;: ~1 2 1 - n ez . 1 (222)
om¥ T12 12 L t"om¥lZ o 12, i

|1 2
"0 ‘0

Konstanta gu2enja na2eg eksperimentalnog sustava je velika te zbtoga vrijedi
I P 1. Ta £injenica uz jednakosti

(2.23)

nam omoguc¢ava da izraz (2.22) mo°emo zapisati u obliku Debyefunkcije

1
1l T — 2.24
11 9 ( )
Mezutim zbog nereda u sistemu dolazi do 2irenja relaksacijskih pcesa oko srednje
vrijednosti. Da bi u izrazu za prilagodbu mogli uklju£iti pammetar distribucije ka-
rakteristitnog vremena oko srednjeg karakteristiEnog vremen, moramo poop¢iti

Debyevu funkciju, izraz (2.24)

Tl oot (2.25)
Znafi izraz koji prilagozujemo na jedan relaksacijski procge izraz (2.25). On
je pooptena Debyeva funkcija koju nazivamo Cole-Cole furikc (skra¢eno CC
funkcija). CC funkcija ima tri parametra koja mi odreZujemotako da napravimo
najbolju prilagodbu na izmjereni spektar. To su jafina relaksgskog procesa ",
srednje vrijeme relaksacijeg i 2irenje relaksacijskog procesa oko srednjeg vremena
relaksacije”1 .
Impedancijske spektre obradimo na nafin opisan u izrazu 2.17driertiramo
ih u dielektrifne spektre, lako je uvidjeti je li odziv jednostuk ili u mjerenom in-
tervalu frekvencija imam vi2estruke relaksacije. Ovdje dalj@u koristiti primjer iz
svog rada na NaHA koji ima 2 moda kao i DNA. Zbog toga na te izmjeren@gdatke
prilagozujemo zbroj dviju CC funkcija. Relaksacijski procesa ni°oj frekvenciji
nazivamo niskofrekventni mod, a parametre koji opisuju taj md obilje®avamo
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indeksom LF. Relaksacijski proces na vi20j frekvenciji nazivamvisokofrekventni
mod, a parametre koji opisuju taj mod obilje®avamo indeksom HFODblik prila-
godnih funkcija koje prilagozujemo izmjerenim podatcimalesperimenta su dane
izrazom (2.26), a parametri prilagodbe su slijede¢i: "¢, 0., 1 r, "HE,
1 HF » b, Gkor

OHF 1

m LF < Im "HE . |_ Gepr! ° GpoA! * Gyor
Gﬁ il ol F C% “il One ol wF S ' "o
LF ‘ "HF ‘ | Cexp!® Cpo'le
Re CE_L =i 1 ReC% o - b S "

(2.26)

Slika 2.7: Prilagozena kompleksna dielektriEna funkcija naatin izraza (2.26)
je prikazana sivom crtom, dok su pojedini prilagozeni modovielaksacije pri-
kazani isprekidanom crtom. Podatci na koje je vr2ena prilagdsh su prikazani
kvadrati¢ima. (c) i (d) Prikazana je i prilagodba vr2ena na iznerenim spektrima
koncentracijacya 1 mg~-mL, cqya 0:1 mg~-mL, cya 0:0125mg~mL.
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2.5.1 Analize podataka dielektriEnog odgovora

Na slici 2.6 ¢) i d) su pokazani izmjereni podaci obrazeni po uaoma iz-
raz (2.17). Na tako obraZzene podatke prilagoZujemo funkcijea na£in naznaten
izrazom (2.26).

Na slici 2.7 a) i b) je prikaz tako prilagozenih funkcija na obraene podatke
slike 2.6 ¢) i d). Na slici 2.7 c) i d) je zbirni prikaz prilagodnihfunkcija na
obrazene podatke tri uzorka koncentracija:cua 1 mg~mL, cya  0:1 mg~-mL,
Ccha 0:0125mg~mL. Nakon 2to smo prilagodili funkcije na sve izmjerene uzorke,
koji su obi£Eno u rasponu koncentracija:01 5 g-L, prikazujemo njihove para-
metre u funkciji koncentracije, 2to smo prikazali na slici 2.8.1z tako odrezZenih

Slika 2.8: Kru®i¢i predstavljaju vrijednosti parametara priagodbe LF moda, dok
kvadrati¢i predstavljaju vrijednosti parametara prilagodle® HF moda za raspon
koncentracija Q01 mg~mL 1:25 mg~mL vodenih otopina hijaluronske kiseline.
Redom od gore prema dolje paneli prikazuje parametre: dikté£na jakost relak-
sacijskog procesa("), rina relaksacijskog procesa (1 ) i relaksacijsko vrijeme

(o).
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parametara obi£no odredimo karakteristifnu duljinu i broj sdionika relaksacije.
Sada ¢emo iznijeti detalje vezane za odrezivanje karaktstiEne duljine a nakon
toga za broj sudionika relaksacije. lako su protuioni polielétolita podvrgnuti i
tjeranim i gu2enim procesima njihovo gibanje u otopini je odrzeno zakonima di-
fuzije. Protuioni tjerani vanjskim elektriEnim poljem prevdjuju udaljenost L koja
je povezana s karakteristiEnim vremenom, Einstein-Smoluchowski jednad®bom.

»

LE oD (2.27)

gdje je D  1:33 10° m?-s konstanta difuzije protuiona. Zanimljivost na-

Slika 2.9: Koncentracijska ovisnost karakteristitne skale NaHAQ2]. Pune crte
predstavljaju najbolju prilagodbu na iznos karakteristiEneskale £ija je ovisnost o
koncentracijeL (Ec °°.

2eg eksperimentalnog postava je da nam konstanta proporcionabti Einstein-
Smoluchowski jednad®be (2.27) iznosi reda velifine 1, 2to jegwjereno na vie
eksperimenata, od kojih su neki objavljeni u [27]. Karakterigina skala opisuje
pomak protuiona a dielektrifna jakost relaksacije je povezans polarizabilnosti
uzrokovanom pomakom protuiona. Gibanje protuiona je difum a ako je i nekore-
lirano srednja uktuacija broja protuiana pomaknutih iz polo®aja ravnote®e biti ¢e
reda velifine korijena broja protuiona N. Dielektrifna jakost je po uktuacijsko-
disipacijskom teoremu proporcionana kvadratu dipol& te stoga dobivamo [23,60]
»

"@EC “NeLe? (2.28)

PreureZenje izraza 2.28 za broj sudionika u relaksaciji dohbije

N E "~ Ls2 (2.29)
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Primjetimo da sve potrebne parametre mo°emo odrediti iz paraetara prilagodbe
na spektar relaksacije. Osim broja sudionika u relaksaciji iz pametara relaksa-
cije mo®emo odrediti i karakteristiEnu duljinu relaksacije. KarakteristiEna skala
polurazrijezenih otopina NaHA je prikazana na slici 2.9. Njen izos se nalazi u
rasponu 3nm @L @60 nm i ovisna je o koncentracijiL EEc %>
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3.1 Prote®nost protuionske atmosfere

3.1.1 Jednovalentni protuioni

KarakteristifEne frekvencije relaksacijskin modova kolektive protuionske dina-
mike nalaze se u podru£ju od 0.1 kHz do 0.1 GHz. U tom podru£ju fiehcija i
u nazim sustavima smo prona?li relaksacije koje su direktno povezars gibanjem
protuiona oko poliiona. S ciljem interpretacije tih relaksaija koristimo se kon-
ceptom induciranog dipola. Inducirani dipol formiraju prduioni oko poliiona, a
njihova relaksacijska frekvencija je povezana s njihovim pakom od ravnote®nog
polo®aja. U iznesenim rezultatima kao i u rezultatima drugihautora javljaju se
2 dielektriEna moda, u sustavima kao 2to su polurigidni bioPE, DNA ilsintetski,
eksibilni PE, kao 2to je polistirensulfonat (PSS), Ref. [25,27]. Uovom radu sam
se usredotof£io na analizu i interpretaciju visokofrekventneHE) relaksacije-HF
moda, budu¢i da je pripadaju¢e parametre (HF relaksacijsko ygme i karakteris-
tiEnu duljinu) moguc¢e utemeljeno povezati s drugim dobivem rezultatima npr.
konduktometrijom, SAXS-om, osmometrijom, a koje nalazimo i uiteraturi. Pri-
marno je bilo to 2to se HF mod regularno mo®e povezati s de Gennesr&lacijskom
duljinom. | drugi autori su £esto analizirali taj HF mod, iako su egistrirali i jo?
jedan na ni%im frekvencijama.

PSS i DNA su jako nabijeni, linearna gusto¢a naboja im je iznad Maing kri-
terija za pojavu kondenzacije. Stoga je po£etni korak u majiistra®ivanjima bila
studija jednostavnijeg PE-hijaluronska kiselina (HA, hyaluronicacid) koji je slabo
nabijen te se stoga za njega ne javlja pojava kondenzacije. Gnpolisaharid, koji
po monomeru duljine 1 nm, dakle duljine vete od Bjerrumove siojedan naboj a
nije istra®ivan DSom. Dakle, u HA sustavu ne bi se trebala javljatManning kon-
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denzacija. HA je takozer eksibilnija od DNA, s duljinom ustrajnosti ne ve¢om
od 10 nm. No, kako intrinsifna, strukturna duljina ustrajnosti,L , biva uve¢anom
za elektrostatski doprinosL . u otopinama male ionske jakosti [103 106] u kojima
vriim mjerenja, moe se pretpostaviti podjednaka rigidnost HA sustva kao i za
DNA L, 50nmiliPSSL, 1nm, budu¢idajeL.AAL,. Drugo pojednostavljenje

Slika 3.1: Koncentracijska ovisnost karakteristifne skale DNA teoreni simboli)
[27] 1 HA (puni simboli) [102]. Pune crte predstavljaju najboljuprilagodbu na
DNA rezultate ispod i iznad koncentracijec 0:5 g~L s naznafEenom ovisno?¢u o
koncentraciji na slici. Ovisnost o zakonu potencija za HA, s ekspentom 0.50,
vrijedi preko cijelog raspona koncentracija.

u odnosu na DNA je u jednostavnijoj strukturi koja se ne mijenja s kacentra-
cijom. Na slici 3.1 usporezena je karakteristifna skala HF moda za HAonom
za DNA (u oba PE protuion je Na ). Karakteristitna skala HA u cijelom pri-
kazanom rasponu koncentracija ima istu ovisnost o koncentraicijjednostavno je
interpretirana kao de Gennesova korelacijska duljina na osniawisnostiL Ec 9.
Za DNA ovisnost mijenja eksponent oka@ 0:5 g~L i javlja se L (Ec %32, Grupa
dr. Tomi¢ je ovaj rezultat za ni°e koncentracije interpretiala kao posljedicu di-
nami£ke i lokalne denaturacije DNA. Primijetimo kako je HA mo°da prikladniji
modelni sistem za PE, budu¢i da se ne javlja strukturna promjena pte cijelog
raspona istralivanih koncentracija. Istovremeno, intriganta je mogu¢nost prace-
nja strukturne promjene DNA pomo¢u mjerenja dinamike sustavaj.tDS metode.
Kako je u rezultatima iz Ref. [27] vidljiv ve¢i rasap vrijednsti Ly odlu£ili smo
mjerenja ponoviti vie puta kako bismo provjerili ovu interpretaciju strukturne
promjene DNA. Naime eksponent (Ec %33 se javlja za vrlo eksibilne, slabije
nabijene sustave (sintetski polimeri s jednim nabojem na svakikR1® monomera),
Ref. [107] koji su stoga izrazito hidrofobnog karaktera, tj. ada vi?e nije dobro
otapalo i dolazi do nastanka konformacije biserne ogrlice @rofobni, nenabijeni
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segmenti se namotaju dok izmezu njih preostaju ispru®eni eleldstatski ukru¢eni
nabijeni segmenti). Dok je za takav sustav eksponent zaistaEc %33, upitno je

mao°e li se DNA tako opisati. Naime, kod DNA se denaturacijom zaista petava
hidrofobnost, budu¢i da otapalu postaju dostupne nenabijeneu8iEne baze, no
nije vjerojatna konformacija biserne ogrlice.

Dodatni je vaan korak bio priprema i mjerenje DSa na denaturanim NaDNA
uzorcima - zna£i uzorcima gdje su lanci razdvojeni. Denatwiga tih uzoraka je
provedena na naf£in da su uzorci grijani 20 minuta na 97°C, kakose dvolanf£ana
DNA odmotala i pokidale vodikove veze lanaca te su uzorci odmalotom uronjeni
u smjesu vode i leda, kako bi se zadrala denaturirana, jednolgana struktura
DNA. Nakon toga su mjereni na 25°C jednako kao i nativni uzorci. Qsnost
karakteristiEnih duljina nativnih i denaturiranih NaDNA otop ina u £istoj vodi
o koncentraciji za 3 razlifita seta dana je na slici 3.2. Razéku odnosu na prije
objavljene rezultate je pona2anje karakteristiEne duljine ativnih uzoraka na na£in
L Ec %5 na svim koncentracijama osim u intervalu 8 mM @t @1:3 mM . Dakle
vi2e se ne uofava podru£je Ec %33, vet ga raspoznajemo kao prijelazni interval
I za podru£je niskih koncentracija se opet dobiva uobifajen@mpaanje HF moda
L Ec %5, Interesantno je kako je karakteristiEna skala nativne DNA na skim
koncentracijama pomaknuta za faktor 62 1.75 u odnosu na skalu na visokim
koncentracijama.

Rezultati za denaturirane uzorake pokazuju veci rasap negezultati nativnih
uzoraka. To pripisujemo problemu stabilnosti uzoraka nakon greme - denatu-
racije. Ipak je moguc¢e da na rezultate utjefe djelomif£na r@racija. Ipak i iz
takvih rezultata denaturiranih uzoraka razvidno je kako kaakteristifna duljina u
cijelom mjerenom intervalu koncentracija pokazuje ovisnodt (Ec %° te kako je
velifina karakteristifne skale za denaturiranu DNA neznatno amja od skale za
nativne uzorake u podru£ju ni®ih koncentracijac @0:4 mM .

U prija2njim radovima [25, 27] karakteristifne duljine relakacija HF moda
interpretirane su kao mjera korelacijske duljine . Ako zadr’imo takvu interpre-
taciju karakteristitne duljine onda prikazane rezultate zalaDNA u £istim vode-
nim otopinama mo°emo razumjeti na slijede¢i naf£in. Na vizim karentracijama,
cAL1:3mM DNA se nalazi u obliku dvostruke uzvojnice i detektiramo de Geras
duljinu  dvolanfane DNA koja se o£ekivano pona2a kaoEc %5. Na koncentra-
cijama izmezu 04 mM @c @1:3 mM se dogaZa prijelaz-denaturacija, i pona2anje
karakteristiEne skale je nede nirano. Na kraju, na koncentra@ma manjim od
c @0:4 mM sva DNA denaturira i nalazi se u obliku jednog lanca. Jednolanfa
DNA je eksibilni bioPE, donekle slifan HA pa se i za nju pona2anjd. (Ec %°
koje uof£avamo u podru£jlc @0:4 mM maoPe objasniti kao pona2anje korelacijske
duljine, no ovaj puta za drugi bioPE - jednolan£anu DNA.

Pitanje je da li je ta konformacija lanca koja se javlja za natimu DNA na niskim
koncentracijama jednaka konformaciji dobivenoj procedom termifke denatura-
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Slika 3.2: Koncentracijska ovisnost karakteristifne skale natih (crni kvadrati) i
denaturiranih (crveni kvadrati) £istih vodenih otopina. S crte prikazuju ovisnost
L Ec %5, a meZusobna udaljenost crnih crta je naznaf£ena na slici.
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cije DNA jer vidimo da se karakteristiEne skale na koncentraciiaa manjima od

c @0:4 mM ne poklapaju. Svakako, s obzirom na kompleksnost procesa dena-
turacije i mogu¢nost djelomifne renaturacije DNA, ne ofekujemod DS metode
potpuno kvantitativnho poklapanje rezultata. No, mogucte je pkazati kako se do-
biveni faktor razlike 1:62 1:75 izmeZu dva re®ima nativhe DNA poklapa s gore
iznesenom interpretacijom. Korelacijska duljina je mjera za udaljenost poliiona

u otopini i ona je dana izrazom E"be 2 [29]. Prilikom denaturacije broj poli-
iona se udvostrufi (dvostruka uzvojnica dva lanca), a k tome su i monomeri kod
jednolanf£ane DNA izdu®eni s 3 nm na 43 nm. Stoga je omjer karakteristi£nih
skala

Lee  hiece, 7 034m1 *?

Lo bys Css 0:43nm 2
Teorijski omjer korelacijskih duljina ssSDNA i dsDNA je vrlo blizu elsperimentalno
odrezenom uz pomo¢ DS-a i stoga se lako mo®e ustvrditi pojava @garacije sni-
%avanjem koncentracije DNA otopljene u £istoj vodi i zakljufii kako je mjerenje
dinamike DSom dalo pristup strukturnoj informaciji. Ipak, primijetimo, rutinska
metoda za studiju denaturacije DNA je UV spektrofotometrija (UVS) UVS se
temelji na Beer-Lambertovom zakonu koji ka®e da je apsorpeaijA elektromagnet-
skog zrafenja proporcionalna koncentraciji otopljene tvac i duljini puta zrake
kroz uzorakl, a konstanta proporcionalnosti * se naziva ekstinkcijski koe cijent.
Napomenimo pri tome kako je apsorpcija eksponent, s kojim opaddenzitet zra-
£enja pri prolazu kroz otopinu (pad je eksponencijalare ¢ +. Zbog te eksponen-
cijalne apsorbcije mjerenja apsorpcije se mogu izvesti u relatio uskom rasponu
koncentracija oko A=1. Odrezeno pro?irenje koncentracijskogaspona se posti°e
promjenom duljine uzorka - puta svjetlosti kroz uzorak.

Vrlo rano je ustanovljeno kako dvolanEana DNA ima oko 40% margkstinkcij-
ski koe cijent od jednolan£ane iste masene koncentracije [48toga se, u principu,
iz izmjerene apsorpcije uzorka poznate koncentracije mo°erediti konformacija
DNA. Originalna mjerenja apsorpcije Na- i MgDNA [43] pratila su deaturaciju
promjenom temperature te ovisnost denaturacijskog prijelazakoncentraciji DNA
i dodane soli.

Na slici 3.3 prikazana su na2a mjerenja ovisnosti ekstinkcijskog kegenta o
koncentraciji za DNA uzorke otopljene u 1 mM soli (za koje se stogaa da su u
dvolan£anoj konformaciji) i za DNA uzorke u £istoj vodi - koji dgovaraju uzor-
cima na kojima je primije¢ena promjena u ovisnosti karakterigine skale dobivene
DS mjerenjima. Kao 2to smo rekli, ova mjerenja bi trebala ukazana pojavu
denaturirane DNA na niskim koncentracijama tako 2to bi detektrala povecani
ekstinkcijski koe cijent

1.6 (3.2)

Lova velifina nije povezana s dielektriEnom konstantom osim 2to se uvrijeilo &ri2tenje istog
simbola.
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Slika 3.3: Koncentracijska ovisnost (a) i ekstinkcijskog koe cijenta (b) NaDNA

otopina u £istoj vodi (otvoreni simboli) i u otopini s dodatkom1lmM NaCl-a (puni

simboli). Na ni°im koncentracijama NaDNA u £istim vodenim otopimma je u ss,
a na vigim koncentracijama u ds obliku 2to je i shematski prikazao.

Dobiveni rezultati za imaju relativno veliki rasap i po na2em iskustvu pro-
izlazi kako je to intrinsiEno svojstvo tehnike. Naime, svaka prézana vrijednost
"“ce za otopine u 1mM soli dobivena je kao prosje£na vrijednosti od A.@njere-
nja (mjerenjem 10 setova otopina cjelokupnog raspona koncemtija, od kojih je
svaka otopina mjerena po 10 puta). Stoga ni ne £udi da mjererga £iste vodene
otopine pokazuju jo? ve¢i rasap, budu¢i da se ovdje jo? javljagroblem renatura-
cije - dakle nestabilnosti uzorka. Ipak se mo®e u istom koncentgskom rasponu
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Slika 3.4: Koncentracijska ovisnost za £iste vodene otopine NaDNA (otvoreni
simboli) i Na-HA (crne to£ke) [102] te korelacijske duljine odine SAXS-om [30]
za NaDNA (zeleni kvadrati) i Na-HA (plavi kvadrati). (a), (b) kon centracijska
ovisnost je izra°ena u mM naboja poliiona a (c), (d) kao velifean mree poliiona.

koji nalazimo i u DS mjerenjima o£itati promjena ekstinkcijskg koe cijenta od
40% - upravo vrijednost koja se ofekuje za promjenu DNA iz ds u sslikb ko-

respondencija je to koju smatramo potvrdom na2e interpretaaj rezultata DS za
NaDNA.

Kako se HF relaksacija povezuje s de Gennes korelacijskom duwjpm to na-
lazim Lyr potrebnim usporediti s eksperimentalno dobivenim vrijednosha
koja se uobifajeno dobivaju metodom raspr2enja X-zraka u male tewe (SAXS)
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Ref. [108]. Na slici 3.4 (a) su dani sirovi podaci. ToEke oznafesae SAXS pred-
stavljaju korelacijsku duljinu [30] dobivenu kao 2~qgt, gdje jegt maksimu u SAXS
intenzitetu, koji je poznat kao polielektrolitski vrh i smatra se izravnom mjerom
de Gennes duljine .

Prirodna skala za prikaz ovih rezultata je velifina PE mre®e, tjskala prosje£ne
udaljenosti poliionskih lanaca”brne 2. Prikazom na ovoj skali vidim kako rezul-
tati za razlifite PE, tj. NaHA i NaDNA podaci padaju na jedinstveni pravac, 3.4
(c). Uofimo i kako su pravci za SAXS i DS rezultate razlifiti: ra#ta izmezu DS
rezultata zaLyr | SAXS rezultata za iznosi 2 , tj. ukljuEenjem predfaktora 2
u Lyr dvije velifine se preklope i za NaDNA i za NaHA, slika 3.4 (d). Ako se upo-
trijebi samo taj predfaktor, bez kori?tenja skale mre®e preklpanja rezultat nema,
slika 3.4 (b). Mogu¢nost uvozenja predfaktora 2 proizlazi iz prirode difuzijskog
gibanja protuiona, tj. Einsteinova relacija izmezu karakteistiEnog vremena i skale
mo°e sadravati predfaktor reda velifine 1.

Iz iznesenog se mo®e zakljufiti kako DS metoda mjerenjem dindwa PE sus-
tava pru®a osnovnu informaciju o strukturi PE sistema - korelacgku duljinu.

3.1.2 DS mjerenja DNA s dvovalentnim protuionima

Slika 3.5: Uslijed promjene sastava otopine, npr. dodavanjem s@blavi i crni
ioni) mijenja se prote®nost atmosfere (a) ali se ne mijenja komatijska duljina

(b).
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Zna£ajno pitanje koje se dalje postavlja jest mjeri li DS metodarote®nost
protuionske atmosfere kad_r , koji zatim samo trebamo reskalirati kako bismo
dobili korelacijsku duljinu ili zaista u Einsteinovoj jednad®bi treba upotrijebiti
predfaktor 2 , ti. L2 2D , gdje je onda prote®nost protuionske atmosfere

2L pr. U dosadaznjoj primjeni DSa ovo pitanje nije postavljeno i auto su
se zadovoljavali dobivanjem zakona potencije koji odgovagaustavu i modelu koji
su istralivali, dakle, istralivali su zakone skaliranja, ali ne iapsolutne vrijednosti
parametara koji opisuju PE sustav. Kako bismo istra®ili prote®nostpoliionske
atmosfere potrebno je utjecati na parametre koji ju mijenjaj - a to je ionski sas-
tav. Drugim rijeEima, zadr®imo li poliionsku mre°u, a promignimo sastav okolne
protuionske atmosfere mogli bismo DS metodom detektirati proj@nu prote®nosti
ako DS mjeri samoLyr (slika 3.5 (a)), ili detektirati kako promjene nema, ako
DS mjeri (slika 3.5 (b)). Uzorci DNA s promijenjenim protuionima (Mg?
umjesto Na ) te NaDNA u NaCl ili MgDNA u MgCl , dodanoj soli pripremljeni
su kako je opisano u Poglavlju 2. Na slici 3.6 (a) nativni uzorci MgNA pokazuju
" 20L~g cm ! 2to znafi da su u ds obliku dok denaturirani uzorci MgDNA imaju

29L~g cm ! 2o je vrijednost koja odgovara ss obliku DNA. Stoga zakljuEujemo
da je nativha MgDNA u ds konformaciji u koncentracijskom intevalu u kojem smo
mi vrzili istra®ivanje - ne javlja se denaturacija sni®avanjem loncentracije kao za
NaDNA. DS metodom identi cirali smo dva moda kao i u drugim sustavim te
dalje analiziramo samo visokofrekventni mod. Karakteristifan skalaL nativnih
uzoraka MgDNA u cijelom studiranom intervalu zadr®ava ovisnosb koncentraciji
po zakonu potencijeL Ec %°. Dakle, nativna, tj. netretirana MgDNA ne mijenja
svoju konformaciju. Na slici je prikazana karakteristifna skalédlF moda i za ter-
mi£ki denaturiranu MgDNA, koja takozer pokazuje zakon potene L GEc %°, ali
i ni°u vrijednost skale na istoj koncentraciji te zakljuEujemala je potonja zaista u
ss obliku, a netretirana, nativna u ds obliku i na najni®im korentracijama. Dakle
MgDNA je stabilnija na denaturaciju od NaDNA, 2to je rezultat koji je poznat iz
klasiEnih istra®ivanja temperaturne ovisnosti ekstinkcijskog &e cijenta, Ref. [43].
Uz MgDNA studirali smo DS metodom i Mn-DNA, koji je takoZer dvovalenan
protuion, ali je poznato iz literature da sna®nije asocira s DNAancima i mijenja
parametre denaturacije i stabilnost dvolanfane DNA na druggEnafin od dvo-
valentnog Mg protuiona - dakle postoji i speci £na asocijacijprotuiona uz DNA
lanac, uz o£ekivano Coulombsko vezanje inherentno Manningridenzaciji [94 98].
Na slici 3.7 (a) smo usporedilL £istih vodenih otopina DNA s jednovalentnim na-
trijevim s karakteristitnom skalom za DNA u atmosferi dvovalemtih magnezijevih
ili manganovih protuiona. Nalazimo kako je iznos karakterigEne skale, dobivene
iz HF moda, u prisustvu dvovalentnih protuiona (neovisno o vrst)! ve¢i u odnosu
na HF mod skalu DNA u prisustvu jednovalentnog Na - naravno, u relewénom
podru£ju koncentracija iznad 1 mM gdje se NaDNA mo°e smatrati dyanf£anom
te se stoga mo®e usporezivati s dvolanfEanom MgDNA. U literaturi goji istra®i-
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vanje koje je pratilo promjenu skale, ali dodavanjem magngevih iona u otopinu
NaDNA i njihovo povetanje skale je u skladu s na2im rezultatom [1D9

Slika 3.7 (b) prikazuje ovisnost duljinske skale o de Gennes ktaeijskoj du-
ljini, tj. velifini mre®e koja odgovara rasponu koncentraga DNA na panelu (a).
lzraz za veli£inu mree "be %2 ne uzima u obzir vrstu/naboju protuiona,
velifina mre®e mjeri udaljenost izmeZu poliiona te stoga ovisamo o koncentra-
ciji poliiona. Ovaj rezultat, ovisnost o valenciji protuiona zna£ajno ukazuje da
karakteristiEna duljina koja se dobiva DS metodom predstavljérinu/prote®nost
potencijalne jame - tj. debljinu protuionske atmosfere oko piiona. Dakle, ako
prihvatimo interpretaciju skale HF moda kao prote®nost atmosfee onda proiz-
lazi kako je protuionska atmosfera pro2irena za slu£aj dvovaleih u odnosu na
jednovalentne protuione, dok je za jednolanfanu DNA sufenadiiprimirana) u

%)

Slika 3.6: Koncentracijska ovisnost ekstinkcijskog koe cijeiat (a) i Lyr (b) na-
tivne (puni simboli) i denaturirane (otvoreni simboli) £iste vodene otopine Mg-
DNA.
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Slika 3.7: Usporedba koncentracijske ovisnosti karakteristiEngkale tri seta
NaDNA sa slike 3.2 (crni kvadrati) s MgDNA (plave to£kice) i MNDNA (zlene
to£kice) u ovisnosti o koncentraciji (a) i u ovisnosti o korelajgkoj duljini (b).

odnosu na dvolanfanu DNA za danu koncentraciju baza, tj. fosfah grupa i
njima pripadaju¢eg protunaboja. Parametar koji se mijenjazimezu ova tri sis-
tema jest jakost Manning kondenzacije. Za jednolanfanu DNA Maing faktor
je 2.5 puta veCi nego za dvolanfanu, dakle, 2.5 puta vi2e pratna je slobodno
i formira protuionsku atmosferu. Za dvovalentne protuione, siacija je obrnuta,
kondenzacija je jafa i 2 puta manje iona je slobodno. Okvirngrote®nost at-
mosfere dana je Debye-Hiickel duljinom ! koja skalira obrnuto proporcionalno
korijenu koncentracije slobodnih iona u otopini: ' Ec 2. Sukladno tome, gore
navedeni faktori promjene udjela slobodnih naboja: povetjgnod 2.5 za ssDNA
teosmanjenje za 2 za MgDNA (ili MNDNA) vode na promjene velifine ' za
1~ 25 1:6i1~ 05 1~1:4, dok su faktori koje uofavamo za promjene skale HF
moda vrlo bliski: 1.65 1 1/1.3.
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3.1.3 KarakteristiEne skale otopina DNA s dodanom soli

No, kako u otopinama bez dodane soli Debye-Huckelova duljinajenidobro
de nirana (nema koiona, slobodnih iona suprotnog predznakad je ovaj izrafun
samo kvalitativne prirode. Stoga je slijede¢i korak istra®itibNA u otopinama
s minimalnom koli£inom dodane soli £ime se posti®e situacija gdje prote®nost
atmosfere de nirana na ekstrinsiEan nafin. Tu se onda mo°e iztafati Debye-
Huckelova duljina i usporediti s karakteristifnom skalom HF modaMinimalne
kolifine dodane soli su kori2tene kako bi tako de nirane skale ade usporedive
sa skalama za DNA u £istoj vodi. Na SI.3.8 (a) dana je usporedba kataksti£-
nih skala £istih vodenih NaDNA i MgDNA otopina (predstavljene kaoihije) sa
skalama dobivenim za otopine varijabilne koncentracije DNA stalne koncentra-
cije dodane soli (tofke). Na x-osi je skala koncentracije nabol2NA c tako da
je ova usporedba zapravo usporedba skale za DNA s i bez dodane d¢éirakte-
ristiEne skale slanin NaDNA i MgDNA otopina se poklapaju s vodenimaakia je
udio dodane soli u odnosu na intrinsiEnu koncentraciju protui@ zanemariv. No,
sni?avanjem DNA koncentracije, koncentracija dodane soli pagje dominantna te
je tada karakteristiEna skala zadana ionskom jakosti dodane soldvo se na Sl.
3.8 (a) iskazuje kao zaravnjenje krivulja - nestaje ovisnost o Roentraciji DNA,
a koncentracija soli je stalna. Eksperimentalne tofke su usporeges teorijskim
vrijednostima DH duljine za navedene soli i koncentracije.

Shodno gore navedenom, prirodna skala za prikaz rezultata E& mod bila bi
DH duljina pojedine otopine 1 GEItOfZ, de nirana ukupnom koli£inom intrinsi£-
nih protuiona i dodane solil,y  2Gz2~2 |, gdje jec koncentracija, az valencija
protuiona, als ionska jakost dodane soli (NaCl ili MgQ)).

Upravo je ta skala predstavljena na Sl. 3.8 (b) gdje vidimo kako Seta poda-
taka (iz panela (a)) padaju na zajednif£ki pravac - skala HF modadgovara DH
duljini pojedine otopine, s konstantom proporcionalnosti ldkom 1.

Konstanta proporcionalnosti nije identiEno jednaka jedan jenije urafunat
efekt nehomogene raspodjele dodane soli u otopini. Koncermija dodane soli je
najvi?a, £ak i viza od nominalno dodane, u blizini poliiona te pada s udaljeno2¢u
od poliiona. Stoga veta odstupanja izmjerene skale od DH iznasgekujemo za
relaksacije vet¢e prote°nosti 2to je i eksperimentalno izmjeren Na slici 3.8 (a)
odstupanja se redom povetavaju od relaksacije za 1 mM MgQbreko relaksacije
za 1 mM NacCl do relaksacije za 0.1 mM MgGlkako se i karakteristiEna skala
relaksacije povetava.

3.1.4 Inducirani dipol i struktura otopine PE

Ito et al. [25] su dali interpretaciju kako DS metoda detektia relaksacije s
kojima se moPe povezati skala udaljenosti poliiona, tj. skicifasu periodi£ni po-
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Slika 3.8: Ovisnost o (a) koncentraciji karakteristiEnih skalatopina MgDNA u

0.1 mM MgCl, (sivi rombovi), MgDNA u 1 mM MgCl, (crni rombovi) i NaDNA

u 1 mM NaCl-a (crni kvadrati) [27]. Pravci pokazuju pona2anje vdenih otopina,
vidi sliku 3.7. Isprekidane crte predstavljaju iznos Debyeveuljine zasjenjenja za
0.1 mM MgCl, 1 mM NaCl i 1 mM MgCl,. Panel (b) Prikaz istih podataka u
odnosu prema DH duljini koja prizlazi iz ionske jakosti dodane 80 koncentracije

protuiona za pojedinu DNA otopinu. Pravac na kojem se nalaze ekspmentalne
to£ke ukazuje na to kako skala HF moda odgovara DH duljini, s fedeom propor-

cionalnosti bliskim 1.
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tencijal koji se prote®e do polovine udaljenosti izmezu susjednpoliiona. To je
zapravo skala velifine mre®e poliiona, koju detektira SAXS i ka se povezuje s
de Gennesovom korelacijskom du®inom [29]. Drugi autori dali sunterpretaciju
kako se protuionska atmosfera preurezuje paralelno s poliiamnoDNA. Predlo®ili
su kako se inducirani dipol formira na skali nekog elementa kogie ponavlja u
strukturi DNA (duljina ustrajnosti, Kuhnova duljina) ili preko segmenta lanca
koji se nalaze izmezu kontakta lanca s drugim DNA poliionima 79, 81]. Pri-
mijetimo da i ovo potonje ima velifinu de Gennesove korelasije duljine 2to je
ista duljina kao i u Itovoj interpretaciji. Raniji radovi nap ravljeni na Institutu za
ziku [27,28,53,102], a i nekih drugih autora [80] sugerirajltovo okomito gibanje
na poliion za HF mod u MHz podru£ju, ali i dalje prevladava slika @ralelnog
gibanja protuiona. Dapafe £ak i nedavni rad, iz 2014. godimeeferira takvu
sliku [81]. Stoga je od interesa za podru£je polielektrolita, ne samo DNA, ovdje
iznesena studija dielektriEne spektroskopije u MHz podru£ju.

Na2a studija je ukazala na sljede¢e: Ovisnost karakteristiEnih skabtopina
DNA s dodanom soli je jedinstvena funkcija ionske jakosti, u rafunkoje se,
uz dodanu sol, uzimaju samo slobodni protuioni - dakle samo oni idjaluju u
relaksaciji. Metoda DS detektira karakteristiEno vrijeme riaksacije induciranog
dipola koji formiraju ti slobodni ioni. Dipol je okomit na poliion, a velifina,
Lyr mu se moPe odrediti koriztenjem Einsteinove difuzijske jednad® u kojoj je
predfaktor reda velifine 1. lakd.yr skalira s koncentracijom PE s eksponentom
0.5, kao i de Gennes korelacijska dufine za polurazrijezene otopine,Lyr U
zikalnom smislu nije  buduc¢i da se te dvije skale razlikuju za iznos 2 Uzimanje
u obzir ovog faktora bi zahtijevalo uno2enje u Einsteinovu jedsd®bu predfaktora
reda 4 2, 2to nije vjerojatno. No, £vr2¢i argument je ponaZanjeL4r U uvjetima
kad se promjeni protuion iz jedno u dvovalentne ili kada se dodsol. SkalalL yr
se pri tome ne bi trebala promijeniti kada bi ona zaista re ektiala strukturu
otopine, kako je predlo®io Ito - no tome nije sluEaj. 1z ovih ngrenja izlazi kako je
relevantna skala za razumijevanje moda u MHz podru£ju koji sevjga za razlifite
PE zapravo DH duljina, tj. inducirani dipol je velifine DH duljine, i bitno je
manji od razmaka izmezu poliiona - dijametar protuionske atmsfere je manji
od razmaka poliiona, SI. 3.9. Ova slika je potvrZzena i istra®anjem difuzije
uorescentno obilje®enih £estica kroz mre°u koju formirajudnci DNA ili HA [30].
Naime obilje®ena, ali i elektriEno nabijena £estica (AsDNA frament duljine 35 nm)
po£inje slobodno difundirati kroz PE mre®u tek kad velifina nmee postane 150
nm. Naime, u toj situaciji se protuionska atmosfera probne £estig&e ne preklapa
s atmosferama susjednih poliiona - 2to zna£i da se atmosfere ne 2ireko cijelog
slobodnog volumena. Opc¢enito onda vrijedi kako bi u vecini konena izmezu
poliiona potencijal poliiona trebao biti zanemariv, a gustda protuiona oko nule.

Ipak, ovdje je na mjestu primjedba kako za razrijezene otopelLyr skalira s
koncentracijom PE s eksponentom 1/3. Vidljivo je to u rezultatina Ito-a, gdje se
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eksponent 1/3 javlja za sintetski polimer, kao i u radu grupe drTomi¢ [28] gdje
se javlja za monodisperznu DNA. Isti eksponent vrijedi i za prosjefirudaljenost
poliiona u razrijezenim otopinama. Kako bi i inducirani dipol skalirao s istim eks-
ponentom, potencijal poliiona bi se morao protezati od jedmgodo drugog. Drugim
rijeEima, informacija o prisustvu susjednih poliiona, postognje koje proizlazi iz
eksponenta 1/3, mo®e proiza¢i samo ako su poliioni u kontaktuaélle ako im je
potencijal protegnut preko cijelog volumena. Jedino u tomslu£aju bi velifina in-
duciranog dipola skalirala s eksponentom 1/3. Mezutim, iako gtencijal poliiona
ispunjava cijeli prostor, apsolutni iznost karakteristiEne ska& relaksacije, veli£ina
prote®nosti protuionske atmosfere je ograniEena na podrufjeljg je potencijal
poliiona ve¢i odkT i ofito je to podrufje 10 puta manje od udaljenosti izmezu
poliiona.

Slika 3.9: Odnos udaljenosti izmezu poliiona, 2irine potengiline jame poliiona
i promjera DNA - u ovom primjeru 150 nm, 25-30 nm te 2.5nm, tim gkdom.
Slobodni ioni se vetinom nalaze unutar potencijalne jame, idse kondenzirani
zadrfavaju u najvec¢oj blizini DNA, unutar dijametra 2.5-3 nm.
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3.2 Raspodjela protuiona: udio slobodnih i kon-
denziranih

U diskusiji rezultata DS metode koristili smo osnovni koncept iz Enningove
teorije, podjelu protuiona na kondenzirane i slobodne. Kakbismo analizirali
eksperimentalne rezultate DS metode modelirali smo prote®sbprotuionske at-
mosfere prema Debye-Huckelovoj duljini, za odrezivanje kogmo uzimali u obzir
samo slobodne protuione. Za DNA s jednovalentnim protuionimadio slobodnog
naboja po Manningu jef  0:24, a s dvovalentnim protuionimaf  0:12. Kon-
duktometrija bi trebala izravno pruCiti informaciju o udje lu slobodnih protuiona,
t]. udio protuiona koji sudjeluje u vodljivosti, pa tako i u dielektriEnom odzivu.
Podsjetamo, DS metoda je u biti mjerenje vodljivosti u ovisnost frekvenciji,
dok je konduktometrija zapravo samo analiza podataka mjergn dobivenih na
jednoj frekvenciji. Za ofekivati je kako analizom mjerenjaodljivosti mo®emo
kvanti cirati Manningov model i odrediti udio iona koji sudjeluju u vodljivosti
pa tako i u relaksaciji induciranih dipola. Osnovni korak u ovme istra®ivanju je
bilo odrezivanje vodljivosti monodisperznog uzorka DNA kao nuelnog sistema
za koji je moguc¢e odrediti i ekvivalentne vodljivosti i difugske koe cijente poje-
dine ionske vrste. Daljnji je korak bila provjera modela kroz grametar valencije,
tj. usporedba rezultata za DNA s jedno i s dvovalentnim protuinima.

3.2.1 Mjerenje vodljivosti razrijezene, monodisperzne DNA

3.2.1.1 Jednovalentni protuioni

Koncentracijska ovisnost nativne i tretirane (denaturirane)146bp NaDNA u £is-
toj vodenoj otopini je dana na (a) panelu slike 3.10. Vidljiv jelinearan porast
vodljivosti s koncentracijom 2to je i of£ekivano. Na ni°im koncetracijama se vod-
ljivost tretiranih i nativnih uzoraka poklapaju, a nakon ¢ 0:05 mM vec¢i iznos
vodljivosti imaju tretirani uzorci. Informativniji oblik z a analizu je vodljivost
normirana na koncentraciju, panel (b). Unato£ rasapu izmjergh vrijednosti mo-
%emo prepoznati kako je normirana vodljivost denaturiranihuzoraka neovisna o
koncentraciji. Vjerojatno je ovaj posljedica nestabilnosti i Bhomogenosti denatu-
riranih uzoraka, gdje vjerojatno dolazi do renaturacije i asumi£nog povezivanja
jednolan£ane DNA, 2to smo spomenuli i pri analizi DS rezultata. Namirana vod-
ljivost se za nativne uzorke povetava smanjenjem koncentr&cijSve doc 1 mM
ona je dvostruko manja u odnosu na vrijednost denaturiranih uzaka dok se za
ni°e koncentracije njena vrijednost pribli®ava vrijednosti denaturiranih uzorka i
za c @0:05 mM vrijednosti su jednake. Udio slobodnih iona jednolanfane DNA
je veti od udjela slobodnih iona za dvolanf£anu DNA i povet¢anadijvost jed-
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Slika 3.10: Rezultati konduktometrije NaDNA 146pb u £istoj vodprije (puni

simboli) i poslije denaturacije na 97°C (otvoreni simboli). (aVodljivost otopine u

ovisnosti 0 koncentraciji naboja DNA (b) Vodljivost normirana loncentracijom u
ovisnosti 0 koncentraciji naboja DNA. Crtkana crta oznaEava psje£nu vrijednost
za denaturirane otopine. Ovim vrijednostima se, na najni®im éncentracijama,
pribli®avaju vrijednosti za nativne uzorke. Slike preuzetez [19].

nolanfane DNA ne iznenazuje. No, upravo zato porast vodljivostia dvolanf£anu
mo°emo prepoznati kao uzrokovanu denaturacijom DNA. U nastavk ¢u anali-
zirati kako vodljivost monodisperznog, razrijezenog PE ovisi adjelu slobodnih
iona. Pofeti Cu od izraza 1.69 za vodljivost danog u Uvodu

gdje suf Manning udio slobodnih nabojagz, i ¢ naboj i koncentracija monomera,
a oznafava ekvivalentne vodljivosti poliiona i protuiona. Pdsje¢am, ekviva-
lentna vodljivost jest vodljivost mnoCine od jednog mola nab@ koji se nalazi na
odrezenoj ionskoj vrsti. Npr., za dvovalentni ion to je onda volfivost 0.5 mola
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toga iona, jer on nosi 1 mol naboja. Ekvivalentne vodljivosti @nostavnih, malih
iona su tabelirane, no nepoznanica je ovdje vodljivost polia koja proizlazi iz

p,» Mobilnosti poliiona, t. p» F , (F- Faradayeva konstanta). Mobilnost je
povezana sa samodifuzijskim koe cijentom poliion®, i njegovim nabojemQ,
prema Einsteinovom izrazu [24]

KT
D P (3.3)
p er
te stoga
D
p FQue T (3.4)
Uvrtenjem izraza 3.4 u izraz 3.2 dobije se
- Dy
fzp,CFINzZ pei = j° (3.5)

KT

Ako normaliziramo vodljivost s koncentracijom dobiti ¢emo revantniju veli£inu,
tj. normalizirana vodljivost je povezana s molarnom vodljig2¢u Na protuiona
i na | DNA poliiona :

< 2" Na p* (3.6)

gdje faktor 2 oznafava broj naboja po monomeru dsDNA. Stoga ¢eme poliion
uizrazu 3.4 uvrstiti Q, 2fN te dobijemo

D
» F2fN ek—Tp (3.7)

Uvr2tavanjem izraza 3.7 u izraz 3.6 za vodljivost DNA, dobivamo

o na 4FPNDy o (3.8)

Ovo je kvadratna jednad®ba zaf “c* u kojoj su parametriD,"c* i “ce

“Ce Fe
C

2 Na A A(:. 1

freet ——————f"c -
Dy ce cte: c 2Dy ce cte:

(3.9)

Prija2nji izraEun nije uzeo u obzir asimetriEnost polja kojoj jeuzrok deformacija
atmosfere protuiona oko poliiona kada je polielektrolit podrgnut vanjskom elek-
triEnom polju [8,13,59]. Originalni Manningov rad je revidtan od strane Bordija
i suradnika [60] i iznesen u formi koju ¢u ovdje predstaviti. Ef¢lasimetriEnosti
polja se mo°e uvaliti na nafin da se napravi korekcija n& [13,110] za faktor
B 0:866. Tu vrijednost je izraEunao Manning i ona potje£e od raké difuzijskih
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koe cijenata protuiona u granici beskona£ne razrijezenosii u blizini poliiona.
AsimetriEnost polja utje£e i na molarnu vodljivost poliiona ,. Stoga prvo treba
popraviti izraz za efektivni naboj poliiona

e ZBNDgi: (3.10)
Drugo, treba popraviti difuzijski koe cijent poliiona
Dy Dy D L B (3.11)
1 o> 2B 1P
Kombiniranjem gornjih izraza dovodi do promjene izraza 3.6
P 2fB " na o (3.12)

Umetanjem izraza 3.10 i 3.11 u izraz 3.12 dobijemo izraz koji s@°e iskoristiti
za dobivanje udjela slobodnih protuiona

2fB 1 zBNDp !

C Na ? DNal IID\IN&%ZfB'
a

(3.13)

Prema analogiji s izrazom 3.9 ovaj izraz ¢emo prepisati u kvadnoj formi

B

M~Bx"c? <1 AM1 exX’cc A O (3.14)

gdje M predstavlja NDa” aA ——. A smo odredili eksperimentalno. Da bi mogli
rije2iti jednad®bu za svaku pOJedlnu vrijednostc s ciljem dobivanjax”ce, za koji
¢emo uzeti samo pozitivne vrijednosti koje su zikalne, trebameksperimentalno
odrediti M kao funkciju od c.

U ovoj analizi va®no je ponovo primijetiti kako radimo s mondisperznom
146bp DNA za koju postoji dobro de niran difuzijski koe cijent i koji je mjeren
uorescencijskom korelacijskom spektroskopijom (FCS) [19]. Dizijski koe cijent
opada kako koncentracija DNA raste. Za 05 mM @c @2 mM difuzijski koe ci-
jent ne ovisi o koncentraciji dok za vie koncentracije opadaOvaj pad koincidira s
prijelazom u polurazrijezenu otopinu, dakle fragmenti DNA wstalnom su kontaktu
i po£inju zauzimati znafajan udio volumena dostupnog za d#iju njih samih -
upravo se samodifuzijski koe cijent stoga smanjuje.

Iz eksperimentalno odreZenilA i M sada mo®emo izrafunati koncentracijsku
ovisnost udjela slobodnih protuiona, vidi sliku 3.12 Ovisno da Ismo prilikom
rafunanjaf uzeli u obzir asimetriEnost polja (izraz 3.13) ili ne (izraz 3) iznos
je ne2to vedi ili manji. No, neovisno o ukljuEenju asimetriEnospolja na ni°im
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Slika 3.11: Koncentracijska ovisnost difuzijskog koe cijentaa 146 bp DNA poliion
izmjerena uorescencijskom korelacijskom spektroskopijom (F&). Puni simboli
predstavljaju mjerenje u £istoj vodenoj otopini, otvoreni siroli u 10 mM puferu
a crveni simbol je mjerenje za ss 146 bp DNA.

koncentracijama iznosf je bli°e teorijskoj vrijednosti f  0:62 za jednolanf£anu
DNA, a na vizim koncentracijama za dvolanfanuf 0:24. Svakako, promjena
re®ima odvija se u podru£ju M5 MM @c @L mM . Na slici 3.13 smo usporedili
naze vrijednosti s vrijednostima dobivenima osmometrijom za pidisperzne, po-
lurazrijeZzene DNA [111]. Poklapanje osmometrije je bolje s Aien vrijednostima
bez ukljuEenog efekta asimetriEnog polja.

3.2.1.2 Dvovalentni ioni i dodana sol

Gore izneseni modeli postavljaju Manningov parametar u sredi’te analize. Iz-
ravna provjera bila bi konduktomerija DNA 146bp s dvovalentim protuionima,
budu¢i da je parametarf obrnuto proporcionalan valenciji protuiona. Stoga smo
izveli konduktometriju uzoraka DNA 146bp (set koncentracije0.03-10 mM) u vo-
denoj otopini bez dodane soli, NaDNA i MgDNA te takozer setova uzeka u
otopini s dodanom soli, 1 mM NaCl za NaDNA uzorak i 1 mM MgGl za Mg-
DNA. TakoZer smo usporedili i vodljivost NaDNA za dva seta otopina rdi€ite
pripreme, s i bez prethodne dijalize uzorka. Sve rezultatedljivosti smo izravno
prerafunali u udjele slobodnih iona& prema modelu iznesenom u prethodnom
poglavlju i prikazali ih na slici 3.14. Za DNA otopine s dodanonsoli, iz rezultata
vodljivosti je jednostavno oduzeta vodljivost otopine soli, 12 S/cm za 1 mM
NaCl i 242 S/cm za 1 mM MgCL i zatim je provedena gornja analiza.

Odmah je uo£ljivo kako je udio slobodnih iona za MgDNA u £istoj wb i u
otopini s dodanom soli, okvirno dvostruko manji nego za odgasgute NaDNA
otopine. lIzravna je to i kvantitativha potvrda validnosti Manningova modela.
Posebice je znafajno 2to se u otopinama s dodanom soli ne javljasoestf o
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Slika 3.12: Ovisnost udjela slobodnih protuiond o koncentraciji monmera, za

146bp DNA. Puni simboli predstavljajuf “ce izrafunat prema izrazu 3.9 dok otvo-
reni simboli predstavljaju f ®ce izrafunat po izrazu 3.13 u kojeg je ukljuEen efekt
asimetriEnosti polja. Crtkane linije su teorijske vrijednostif  0:24 za dsDNA i

f 0:62 za ssDNA.

koncentraciji PE, a omjer 1:2 je jo? jasnije de niran. Neovisnost djela slobodnih
iona u Manning teoriji predviZzena je zapravo za otopine bezadlane soli (za kakve
je teorija i izraZena), a na?i rezultati pokazuju kako za otome bez dodane soli
dolazi do dekondenzacije, tj. povetanja koe cijent&, sa sni°enjem koncentracije
poliiona. Dok smo u prethodnom poglavlju ovaj proces pripisiatlenaturaciji koja
se javlja sa sni®avanjem koncentracije DNA u okoli2u bez dodane sadada porast
koe cijenta f nalazimo i kod MgDNA. Za MgDNA smo ve¢ naveli kako ju Mg
protuion stabilizira i kako ona ne denaturira niti u okoli2u bez dodane soli. No,
jo? smo u uvodu naveli kako su i ekvivalentne vodljivosti monodperznih sintet-
skih poliiona [13, 18] ovisne o0 koncentraciji 2to zajedno potruje f kao veli£inu
ovisnu o koncentraciji PE. Kvalitativho, porastf se mo®e objasniti preko koncepta
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Slika 3.13: Ovisnost udjela slobodnih protuiond o koncentraciji monomera, za
146bp DNA. Podaci za f (kvadrati) su dobiveni iz konduktometrig, bez uzimanja
u obzir efekta asimetrije polja. Kri®¢i predstavljaju vrijednosti izmjerene osmo-
moterijom [111].

difuzijskog potencijala kojeg je razvio Manning [56]. Naimédgkalna koncentracija
kondenziranih protuiona oko poliiona je reda 1 M, a u otopinie za redove velifina
njihova koncentracija ni°a te se mo®e de nirati difuzijski pdencijal kondenziranih
protuiona. Drugim rije£ima, entropija protuiona se suprotstalja elektrostatskom
efektu, kondenzaciji. Za o£ekivati bi bilo kako je difuzijsipotencijal ve¢i u otopini
bez dodane soli nego u otopini s dodanom soli, ali je interesaatkako ve¢ 1 mM
dodane soli stabilizira efekt kondenzacije za PE. Drugim rijgfa, u slobodnoj
energiji polielektrolita postoji i entropski doprinos od mig2anja protuiona i taj
doprinos postaje zanemariv £im u PE otopini postoji i minimaln&olifina dodane
soli.

Manning je modelirao poliion kao beskona£no dugu i tanku liji s to£kastim
nabojima mezusobno udaljenima za duljindo. Kada se urafuna odbijanje izmezu
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Slika 3.14: Ovisnost udjela slobodnih protuion& o koncentraciji monomera, za
146bp DNA. Predstavljeni su rezultati za DNA u otopini bez dodane spINaDNA
s crnim, a MgDNA sivim tofkama. Za NaDNA prikazana su 2 seta, s i bezdaka
dijalize u sklopu pripreme uzoraka (set podataka S-oblika, kalijalize, je ve¢ bio
prikazan na prethodnim slikama). Otvoreni simboli prikazujuovisnostf za DNA
146 bp u otopinama s dodanom soli: NaDNA u 1 mM NaCl i MgDNA u 1 mM
MgCl,. Crtkane linije prosje£na su vrijednost dobivena za DNA u slanoj otopini
i bliske su teorijskim vrijednostima: 0.25 vs. 0.24 te 0.14 vs. 0.12

svih naboja preostalih (nesakrivenih) nakon kondenzacije, aigome zasjenjenih
na udaljenostima ve¢im od DH duljine, dobiva se doprinos sloboaj energiji po
molu naboja u jedinicamakT

Gt 1 zfe?2In"1 e e (3.15)

Netz [22, 23] je druga£ije modelirao poliion - kao duga£ki, 2ljipkondenzator 2to
je i jedina razlika u odnosu na Manningov model. Elektrostatskanergija, po
jedinici duljine, beskona£no dugog cilindriEnog kondenzat unutarnjeg radijusa
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a i vanjskog radijusal, s linearnom gusto¢om nabojg~2a, u jedinicamakT glasi

G "1 zfe? In"L-~as~4a (3.16)

Ove razlifite po£etne postavke u rafunu za slobodnu energipde na to da Man-
ningov f ne ovisi o koncentraciji

¢ 1 (3.17)

a u Netzovu modelu se javlja logaritamska ovisnost - porast udjelaoslodnih iona
ka ni°im koncentracijama u sustavu bez dodane soli.

1 In“c~cte

f —@ 3.18
IN"L~ae ( )

Na slici 3.14 uneseni su teorijski pravci na bazi gore iznesenog ralad Isho-
di2na tof£ka je Manningovf 1~ (0.24 za Na i 0.12 za Mg) koji vrijedi oko i ispod
graniEne koncentracije izmezu nerazrijezenih i razrijegh otopina - u slu£aju
DNA 146 bp to je 5 mM. Dakle, porast vodljivosti za MgDNA bi bio poskdica
dekondenzacije, a ne denaturacije. Analogan porast (pa i didim krivulje) javlja
se i za jedan od NaDNA setova. Za drugi set (S-oblika, prikazan i u gthod-
nom poglavlju) javlja se i doprinos vodljivosti koji jest posljelica denaturacije -
koja takoZer povetava udio slobodnih protuiona. Zapravo, jgigjetio bih kako je
denaturacija u osnovi uzrokovana dekondenzacijom -jer ovaabl zasjenjenje na-
boja izmezu sparenih DNA lanaca koji se stoga po£inju sve jafe gdhii dolazi
do kidanja vodikovih veza, razdvajanja lanaca - denaturge - koja onda vodi na
daljnju dekondenzaciju. Ovdje je primjetna £injenica kakd dvaju setova uzo-
raka NaDNA u vodenoj otopini pokazuje razlifitu ovisnost o konegraciji, kao i
razlif£itu zavr2nu vrijednost na najni°oj mjerenoj koncentraiji. Radi poja2njenja
najjednostavnije je ukazati na mogu¢u nesavr?enost pripreme awaka. Ako je
u setu NaDNA uzoraka koji nije pokazao denaturaciju ve¢ samo deidenzaciju
preostala prilikom dijalize neka manja kolifind @% dvo ili vievalentnih protu-
iona ovi ¢e mjerljivo odgoditi denaturaciju. Pri tome ¢e i da veCina prisutnih (i
kondenziranih i slobodnih) protuiona bitiNa , koji ¢e i dalje de nirati vodljivost
i koji ¢e se i dalje dekondenzirati, kako je modelirao Netz.

3.2.2 Mijerenje vodljivosti polurazrijezene, polidisperzne
DNA

Mjerenja DS metodom i konduktometrijom jesu istra®ivanja diramike, koja
neizravno daju informaciju o strukturi poliiona ili PE otopine. Glavnina nazh
rezultata DS metodom je nastala na polidisperznim uzorcima DNAHA, u po-
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Slika 3.15: Prikaz ekvivalentne vodljivosti (vodljivosti nomirane na koncentraciju

fosfata DNA), u ovisnosti 0 koncentraciji fosfata DNA za nativne (ani kvadrati)

i denaturirane (crveni kvadrati) otopine NaDNA u £istoj vodi. Isprekidane crte

na vrijednostima 30 Scm ~mM i 100 Scm ~mM su dane kako bi se olak2ala
usporedba tri seta mjerenja.
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lurazrijezenim otopinama. Istra®io sam i koliko konduktometija takvih sustava
mo°©e pridonijeti dosad prikazanome. U principu, buduc¢i da j®NA polidisperzna
i kako postoji preklapanje lanaca, ne postoji dobro de niran iduzijski koe cijent
za poliione u takvom sustavu, pa tako niti jasan oblik ekvivaleme vodljivosti za
te poliione. U uvodu smo prikazali postojanje modela koji prdem vodljivosti
poliiona u polurazrijeZzenoj otopini svode na problem nezasmih entiteta, kore-
lacijskih volumena, koji su takozer i monodisperzni. Na slici 35l prikazana je
ovisnost ekvivalentne vodljivosti NaDNA, u vodenoj otopini bez ddane soli, o
koncentraciji fosfatnih grupa, vs ¢ Ekvivalentna vodljivost je dobivena normi-
ranjem izmjerene vodljivosti s ukupnom koncentracijom nahka u otopini, a koja je
dana koncentracijom fosfatnih grupa. TakoZer je prikazanavisnost i za termi£ki
tretiranu, denaturiranu DNA. Naime, u pitanju su isti setovi uzorga na kojima
je izvedeno mjerenje DS metodom, a ovdje navedene vodljiviosti zapravo vrijed-
nosti vodljivosti na 100 kHz zabilje®ene u impedancijskim spekitna. Ekvivalentna
vodljivost nativnih, netretiranin NaDNA uzoraka se povet¢ava snigenjem koncen-
tracije. Po£etna vrijednost je stabilnih 35Scm ~mM dok vrijednost na najni®im
koncentracijama varira izmezu 75 100 Scm 1~-mM. Kako prema niskim kon-
centracijama o£ekujemo da DNA mijenja oblik iz dvolanf£anog jednolan£ani, na
2to upucuju i DS i UVS eksperimenti na ovim istim uzorcima, to je ta arijabil-
nost posljedica nestabilnosti sastava takve DNA na granici denatacije. Ukratko,
sni®avanjem koncentracije ekvivalentna vodljivost porastezmezu 2 i 3 puta. Za
denaturirane uzorke nestabilnost sastava je povetana pa takaaryabilnost rezul-
tata vodljivosti, no i ovdje se javlja porast vodljivosti sni®avanjem koncentracije,
u rasponu od 50 Scm '~mM do 100 Scm !~mM. Razlika ekvivalentne vod-
liivosti iznad 0.3 mM za nativne i tretirane (denaturirane) DNA morala bi biti
posljedica razlike u broju slobodnih iona za jedno i dvolanfarDNA. Ispod 0.3
mM tretirani i netretirani setovi uzoraka daju istovjetna pona2anja i vrijednosti
ekvivalentne vodljivosti te zakljuEujemo kako su DNA uzorci uam podru£ju veci-
nom u denaturiranom stanju. No, kontinuirani porast ekvivaleime vodljivosti sni-
%avanjem koncentracije za ve¢ denaturiranu DNA mao°e biti pogdica i promjene
koncentracije naboja u sustavu zbog dekondenzacije - povefgandjela slobodnih
iona (2to smo opisali za monodisperzne DNA) i promjene difuzijskogk cijenta
promjenom konformacije poliiona, tj. strukture otopine prirazrjezivanju (odgo-
varaju¢i modeli predstavljeni su u Uvodu). Kako bismo razdvojilove utjecaje
mjerili smo jo? nekoliko polidisperznih, polurazrijezenih PEsustava. Na slici 3.16,
lijevo prikazana je ekvivalentna vodljivost za MgDNA, tj. DNA s Mg protuionima.
Kao i u sluEaju monodisperzne, razrijezene MgDNA 146bp ne jaaljse denatu-
racija sni®avanjem koncentracije DNA u otopini bez dodane solfto je razvidno
i iz mjerenja ekstinkcijskog koe cijenta, koji pokazuje standrdnu vrijednost za
dvolanfanu DNA preko cijelog koncentracijskog raspona. Nadaljekvivalentna
vodljivost MgDNA upravo je dvostruko manja od vodljivosti NaDNA 2to smo ta-
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kozer prije uofili kod DNA 146bp i interpretirali kao posljedcu smanjenja broja
slobodnih naboja, tj. dvostruko manjedgf za dvovalentni sustav. Ni kod MgDNA
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Slika 3.16: Lijevo. Koncentracijska ovisnost £iste vodene ofune MgDNA.

Isprekidana crta oznafava vrijednost od 15 Scm ~mM .(desno) Koncen-
tracijska ovisnost ekstinkcijskog koe cijenta nativne (crne té&ke) i denaturirane
(crvene tofke) £iste vodene otopine MgDNA. Isprekidane crte a#avaju iznos
ekstinkcijskog koe cijenta ds i ss oblika DNA.

nije moguce razlikovati doprinos kondenzacije od doprinokanformacije ukupnom
porastu vodljivosti ka ni°im koncentracijama. Ipak, zna£ajo je primijetiti kako
su rasponi promjene ekvivalentne vodljivosti isti za polidispene, polurazrijezene
kao i za monodisperzne, razrijezene sustave NaDNA i MgDNA. Dakle kia samo
potonji imaju dobro de niran i koncentracijski neovisan difuzijski koe cijent po-
liona, moglo bi se zakljufiti kako isto vrijedi i za prvonavedne sustave. Ovakva
situacija bi bila mogu¢a ako se zaista vodljivost nasumi£nog nataga, koji £ini
dugatka DNA u otopini, mo®e predstaviti kao vodljivost niza slobdno povezanih
segmenata, korelacijskih ili elektrostatskih volumena, a kopie mijenjaju velifinu
promjenom koncentracije PE. K tome bi taj volumen trebao imatdifuzijski koe -
cijent blizak onome za DNA 146pb, kako bi vodljivosti pri istim loncentracijama
bile podjednake. Ovakav scenarij nije nemogu¢, buduc¢i da jeNB 146bp fragment
duga£ak 50 nm - 2to je upravo duljina ustrajnosti DNA. Dakle, gibaje dugafkog
namotaja DNA pod utjecajem vanjskog elektrifnog polja mogliibmo razumjeti
kao gibanje mno?tva slobodnih Kuhnovih segmenata (duljina img 100 nm) kak-
vima se u jednostavnhom modelu opisuje polimere. U takvom scenayipromjena
vodljivosti bi dolazila od promjene naboja, od dekondenzgej a ne od promjene
konformacije. Za DNA 146bp mjerenja u dodanoj soli su ham potvild utjecaj
dekondenzacije na vodljivost pa sam ih proveo i za MgDNA, uz minemu koncen-
traciju dodane soli od 0.033 mM. Minimalna koncentracija jedi?tena kako bih 2to
lak?e oduzeo taj doprinos vodljivosti sustava pri ratunu . Kao iza DNA 146pb u
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Slika 3.17: (Lijevo) Koncentracijska ovisnost ekvivalentneodljivosti £istih vo-
denih (puni krugovi) te 0:033mM MgCl, (prazni krugovi) otopina MgDNA i £istih
vodenih (puni krugovi) te 1 mM NacCl (prazni krugovi) otopina NaDNA. (desno)
Koncentracijska ovisnost £istih vodenih (puni krugovi) te 1mM MgCl, (prazni
krugovi) otopina MgDNA 146bp te £istih vodenih (puni krugovi)i 1 mM NaCl
(prazni krugovi) otopina NaDNA 146bp [112]. Radi usporedbe, ispkidane crte
Su povu£ene na istoj vrijednosti i za kratke i duge MgDNA i NaDNA. Sveuyne
crte su identiEnog nagiba koji iznosi 20% po dekadi.

ovakvom sustavu ne javlja se vi?e ovisnost ekvivalentne vodljivasht koncentraciji
- dodana sol potiskuje dekondenzaciju. Zaklju£ili bismo ondaako je promjena
vodljivosti s koncentracijom zaista posljedica samo promjenaljela slobodnog na-
boja u PE sustavima, dok varijacija konformacije nema utjecajaTakozer bismo
zaklju£ili i kako je doprinos vodljivosti poliionskog podsustea podjednak kao i za
monodisperzni poliion DNA 146pb. Na slici 3.17 lijevo prikazangu ekvivalentne
vodljivosti polidisperznih, polurazrijezenih NaDNA i MgDNA s i bez dodane soli.
Na slici desno su odgovaraju¢i podaci za DNA 146pb. Kvalitativhdkivantitativho
rezultati odgovarajuc¢ih dugih i kratkih (polurazrijeZenih i razrijezenih) DNA su
sukladni i potvrzuju gornje zakljuEke: u prisustvu dodane soli @ javlja se dekon-
denzacija i ekvivalentna vodljivost je konstantna. Drugim fe£ima, konformacija
ne utjefe na promjenu vodljivosti dugagkih DNA, a svakako niti naodljivost krat-
kih 2tapi¢astih 146bp DNA. Jedini utjecaj konformacije na vodiyost jest utjecaj
denaturacije. No ni pri denaturaciji nije kljuEna promjena @uzijskog koe cijenta
ve¢ naglo slabljenje Manning kondenzacije i povet¢anje brggbbodnih naboja u
sustavu. Na kraju, dekondenzacija kao op¢e svojstvo PE bez dodang wopret-
postavljena u Netzovom modelu predstavljenom u pro2lom odjeljk Pune linije
prikazane na svim panelima u slici 3.17 imaju isti nagib i to je rgab koji odgovara
Netzovom modelu za dvovalenetne protuione. Dodatno sam izmi vodljivost
Na-HA u vodenoj otopini bez i s (0.1 mM NaCl) dodanom soli, slika 331 | ovdje
se ovisnost 0 koncentraciji gubi s dodavanjem soli, 2to bi ponovavelo na zaklju-
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Slika 3.18: Koncentracijska ovisnost ekvivalentne vodljivost £istih vodenih

(puni krugovi) te 0:1 mM NaCl (prazni krugovi) otopina NaDNA. Radi uspo-
redbe dana je puna crta jednakog nagiba kao i za sve DNA uzorkegitaa koji
iznosi 20% za promijenu koncentracije za faktor 10.

f£ak kako dodavanje soli potiskuje dekondenzaciju. No, HA je slalmabijeni PE,

linearne gusto¢e naboja ni°e od Manning kriterija za kondeagiju, pa se koncept
dekondenzacije ne bi trebao mo¢i koristiti. Kao predmet dislsije ostaje pitanje
javlja li se i kod slabih PE neka preraspodijela naboja koja mijeajudio protuiona

koji sudjeluju u elektriEnom transportu.

3.3 Osmotska mjerenja SAXS pristupom

Teorijski modeli koji opisuju potencijal poliiona i raspodjaeli protuionske at-
mosfere [15,20,21,56,113,114] uglavhom kao eksperimentgst predvizaju po-
naZanje i iznos osmotskog tlaka. Odgovaraju¢e eksperimentalstedije usmjerene
su na podru£je vi2ih koncentracija od 1 mM, sve do 1 M. Na slici 3.1%ikazana je
jednad®ba stanja DNA, tj. ovisnost osmotskog tlaka o koncentracijmonomera te
u ovisnosti o dodanoj soli. Jednad®ba stanja DNA je dobro modelina od strane
Hansena i koautora [113] koji su rje2avali nelinearnu PB jednadgbza 2uplji ci-
lindri£ni poliion, konaEnog radijusa (za razliku od Manningnodela gdje je r=0)
u osnovi, unaprijedili su Lifson-Katchalsky model i koristili mgué¢nosti dobivanja
numeri£kih rje2enja.

Na koncentracijama vizim od 0.5 M i poliion zna£ajno doprinosi sInotskom
tlaku [115], 2to se vidi i na slici 3.19 kao povetanje nagiba vs.c krivulja,
prema ovisnosti ¢ koja se inafe uofava za nenabijene polimere. Na ni®im
koncentracijama (rezultati ozna£eni plavom elipsom na sli@.19), doprinos poli-
iona je zanemariv te osmotski tlak reguliraju protuioni. Ovisost osmotskog tlaka
DNA u otopinama bez dodane soli je Ec%%. Ovaj eksponent donekle iznena-
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Slika 3.19: Ovisnost logaritma osmotskog tlaka o koncentracipNA, za razlifite
ionske jakosti otopine. Podaci preuzeti iz [111,116 118]

Zuje budu¢i da se u modelima koji studiraju Manning kondenzgai ili op¢enito
raspodjelu protuiona i predla®u test modela kroz mjerenja osngkog tlaka, pret-
postavlja uobifajena linearna ovisnost tlaka i broja slobodnitona, kao, uostalom,
i za vodljivost. Rezultate osmometrije i konduktometrije poezuje odnos izmezu
udjela slobodnih protuionaf , koji daje konduktometrija i osmotskog koe cijenta
0. Veza ova dva parametra naCalost proizlazi samo iz razlifitimodela, pregled
kojih mo°emo na¢i u radu Wandrey et al. [18]. Razlike unutar wdela su za-
pravo unutar gre?ke mjerenja obaju metoda i zasad nije moguc¢elrediti koji bi
bio ispravan. Stoga smo slobodni koristiti vrijednost koju je dadanning, dakle
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f 2o

Naza istraivanja DS metodom i konduktometrijom usmjerena na kacentra-
cije PE manje od 10 mM svakako su komplementarna studijama osmotgktiaka,
jer konduktometrijom smo istra®ili udio slobodnih protuiona d najni®ih koncen-
tracija, 0:01 mM.

No, odlu£ili smo izvesti i istra®ivanje u podru£ju vizih koncentacija od 10 mM
do 1M. Istra®ivali smo dvojnu otopinu NaDNA i Na-HA. Pronazeno je kakose
DNA i HA komponente meZusobno ne mije2aju nego svaka vrsta poliiormauzme
svoj volumen prostora™V Vi, Vi, * unutar kojeg je de nirana odgovaraju¢a
efektivna koncentracijaci, . ; ¢,. Eksperimentalni pristup je bio nekonvenci-
onalan, tlak nismo mjerili ve¢ smo SAXS tehnikom dobivali velifie mre®e PE
te iz toga odrezivali lokalne koncentracije u HA i DNA poddomeama. Dakle,
zapravo usporezivali smo osmotski tlak dvaju PE u osmotskoj ravndiie

U cijelom istraivanom intervalu nominalnih koncentracijaDNA i HA, prona-
Zena je linearna veza efektivnih koncentracija poddomenghtdvaju pomije2anih
PE:

CLA CENA (319)

gdje smo dobili 0:85 0:04. Na slici 3.20 su prikazane],, efektivne koncen-
tracije HA poddomena u ovisnosti acf,, koncentraciji DNA poddomena koje su
s njima bile u ravnote®i.

Dakle, osmotski tlakovi dvaju PE su u ravnote®, a njihove koncdracije su
proporcionalne. Nadalje, za jake polielektrolite, pa tako DNA je ve¢ pokazana
veza ~'RTe Ec”® [113,116,119]. Iz ovih polazi?nih pretpostavki mo°emo do¢i
do jednad®be stanja za HA, tj. ovisnosti |, osmotskog tlaka o koncentraciji za
ovaj slabi elektrolit:

Lna RT E opna 20hya *° (3.20)
L A~RT E oyaclip®® (3.21)

iz £ega dolazimo do omjera osmotskih koe cijenata dvaju PE

Opna 0:42044 (322)

gdje smo Koristili cf, ~Cf; 0:85 0:04. Za slabo nabijeni poliion kao
2to je HA, i LK model [15] i Manningov model [56] predvizaju slije@Ci izraz za
osmotski koe cilent oya 1 05 4o 0:64. 1z toga slijediopya  0:28 2t0 je
dvostruko veta vrijednost od one koju predviza Manningpna "2 1 0121
vrlo blizu vrijednosti pronazene u radu Raspaud i suradnikapna  0:22  0:24.
Upotrijebimo li ovakav udvostru£eni osmotski koe cijent mo°eno, koriste¢i na slici
3.19 prikazane rezultate za DNA i rezultate za PSS iz rada [11fg] na2e rezultate
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Slika 3.20: Usporedba efektivnih koncentracija monomera HA iNDA poddomena
u njihovoj dvojnoj otopinu. Vidi SI. 1.3 u Uvodu za prikaz otopne u polarizacij-
skoj mikroskopiji.

za HA, ustanoviti kako ista jednad®ba stanja vrijedi za sva tri PE, slila 3.21.
Ovime se dodatno utvrzuje dvostruka (u odnosu na Manning teou) vrijednost
0 za jake PE.

Na ovome mjestu va°no je podsjetiti kako se u vecini teorijskih razatranja
PE uzima da osmotski tlak skalira s eksponentom 9/8, tj. Eoc®®, 2to i jest po-
kazano eksperimentalno. Istovremeno, konstatira se kako ovo Btanje vrijedi u
re®imu gdje osmotski tlak reguliraju slobodni naboiji - gdje bi nda skaliranje tre-
balo biti jednostavno, linearno Eo"cec. Komponentact® dakle mo®e u¢i u sklop
koncentracijske ovisnosti osmotskog koe cijenta o(c). Kao prijar mo°emo uzeti
rad Antypova i suradnika [21]. Oni su u sklopu jednog modela pokuigrikazati
raspon od razrijezenih do polurazrijezenih PE. Ti autori su kreuli od uobi£ajenog
koncepta gdje je ekvipotencijalna ploha razrijeZenih otdpa sfera, a polurazrijeze-
nih valjak. Stoga ¢e za otopine blizu grani£ne koncentragigkvipotencijalna ploha
biti sliEna valjku. Optimizirani LK model Antypova i suradnika minimizacijom
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Slika 3.21: Jednad®ba stanja za DNA, HA i PSS. Osmotski tlak je reskedin
osmotskim koe cijentom za dani PE, gdje je osmotski koe cijent jaih PE (DNA,
PSS) dan s 1, tj. uzeta vrijednost je dvostruko ve¢a od one predvizene Man-
ningovom teorijom a za HA je uzeta vrijednost 1 0:5 [56], ( je Manningov
parametar za PE).

slobodne energije poku2ava odrediti optimalni radijus i visia valjku. Time dolaze
do modela ovisnosti osmotskog koe cijenta o velifini poliionakoncentraciji.

U njihov prikaz, slika 3.22 sam unio i pona2anje osmotskog koe eipta koje bi
se baziralo na eksponentu 1/8. Iznos varira od 0.28 do 0.38, 2® ¢tprilike dvos-
truko od Manning koe cijenta 0.167 koji vrijedi za poliion koji su autori modelirali.
Vidimo kako na?e, iz eksperimenta izvedeno pona?anje s eksponamnt 1/8, kvan-
titativno odgovara pona2anju koe cijenta o koje su autori teorijski predvidjeli.
TakozZer sam unio i vrijednosti koe cijenta o za DNA kojeg su eksperimentalno
odredili Raspaud i suradnici [116], u relativno uskom podru£jkoncentracija. Taj
koe cijent je, podsje¢tamo, dvostruko vec¢i od Manning teorijgkvrijednosti. Obja?-
njenje bi moglo biti u tome da su eksperimenti izvedeni na viZimdncentracijama
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za koje su Antypov i suradnici predvidjeli porasto izhad Manning vrijednosti.
U ovome kontekstu, i na?i rezultati za osmotski koe cijent DNA, talozer izve-
deni na vizim koncentracijama, a koji daju dvostruku vrijednst od Manningove,
vjerojatno predstavljaju eksperimentalnu naznaku uspje2nostnodela Antypova i
suradnika, modela za konaEne koncentracije, za razrijeZemiolurazrijeZeni reim.
Na kraju, primijetimo, koe cijenti koje smo mi dobili kondukt ometrijom bliski su
Manningovim u blizini graniEne koncentracije, a sni®’enjemdacentracije rastu, 2to
je takozer iskazano u modelu Antypov et al.

0.45
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0.35

/ //// 1/8

[~c

0.30

osmotic coefficient

0.25

/k
! ! ! | |
10 10 10 10 101 1

(o}
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Slika 3.22: Koncentracijska ovisnost osmotskog koe cijenta jak polielektrolita.
Koncentracija protuiona je izra®ena u broju protuiona u volimenu. Otvoreni sim-
boli su rezultat MC simulacije optimiziranog LK modela za polnere razlifite
duljine 15BN B150. Puni krugovi su rezultat simulacije sfernog ¢elijskog model
zaN 30, a puni trokuti su rezultat MD simulacije. Puni dijamanti su rezultat
MD simulacije beskona£no dugog poliiona, a puna crta je predija beskona£nog
poliiona LK modela. Preuzeto iz [21]. TakoZer sam dodao ekspmentalno pre-
poznatu ovisnost osmotskog koe cijenta s eksponentom 1/8 (crvatiinija). Plava
linija oznafava eksperimentalne vrijednosti osmotskog koejenta za DNA koje
su dobili Raspaud et al.

104



Zakljut£ak

dielektriEne spektroskopije te na konduktometriji. Neki zakli£ci su izvedeni i
iz mjerenja difuzijskog koe cijenta makroiona uorescencgkom korelacijskom
spektroskopijom (FCS) i mjerenjem raspr2enja X-zraka u male kute (SAXS)
kako bi se dobila velifina polielektrolitske mre, tzv. de Gwmes korelacijska
duljina . Modelni sustav bila je DNA, kratkih, monodisperznih fragmenata du-
ga£kih polidisperznih, u razrijezenom i polurazrijezenomefimu, s jednovalentnim
Na i dvovalentnim Mg? protuionima i s ili bez dodane jednostavne soli kao 2to
je NacCl ili MgCl,. DielektriEnom spektroskopijom (DS) smo pratili relaksaciju
induciranog dipola oko poliiona u DNA polielektrolitu. Dipd se formira preras-
podjelom protuionske atmosfere unutar onog podru£ja u kojenrqiuioni osjec¢aju
potencijal poliiona ve¢i odkT (ve¢i od 2uma pozadine). DS metoda odrezuje
relaksacijsko vrijeme dipola, koje preko Einsteinove difuzijekjednad®be povezu-
jemo s karakteristiEnom veli£inom dipola. Time dobivamo iavnu informaciju o
prote°nosti protuionske atmosfere. Jedna je pretpostavka bilda se atmosfera
prote®e do polovice udaljenosti susjednih protuiona, te bi vélina dipola bila us-
porediva s velifinom poliionske mre®e, zapravo de Gennes ddacijskom duljinom
. Druga je mogu¢nost bila kako se atmosfera prote®e samo do Delbyigckelove
(DH) duljine zasjenjenja, 1.

Primijetili smo da su vrijednosti dobivene DS metodom 2 puta manje od
korelacijske duljine koja se odrezuje SAXS-om te posumnjali u mafireniju inter-
pretaciju. Mezutim tek pomo¢u DS mjerenja DNA s dvovalentnimprotuionima
i u otopinama s dodanom soli smo mogli zakljuEiti da je karaktetiEna skala
koju detektiramo DSom upravo velifina protuionske atmosfereoja je regulirana
DH duljinom zasjenjenja 1, a samo posredno korelacijskom duljinom. Naime,
u uvjetima kada nije mijenjana koncentracija poliiona - bezpromjene korelacij-
ske duljine , ali uz promjenu protuiona ili koncentracije dodane soli mgnjala

I zvedena je studija dinamike polielektrolita, prvenstveno zmovana na metodi
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se je velifina karakteristitne skalu koju detektiramo DSom. Ucgturazrijezenim
otopinama DNA bez dodane soli *i imaju jednaku ovisnost o koncentraciji

E Ec'? no 1!je2 puta manja 2o ostavlja relativno veliki volumen
PE otopine gdje je potencijal poliiona zanemariv iako ne isklEuje mogu¢nost
postojanja rezidualne koncentracije protuiona. Naime mjenga DS metodom na
razrijezenim DNA otopinama daju skalu koja o koncentraciji PE wisi s eksponen-
tom 1/3, istovjetnim eksponentom koji se javlja u SAXS mjerenjimakorelacijske
duljine za razrijezene otopine. Dakle, korelacijska duljim na neki nafin regulira
prote®nost protuionske atmosfere i za razrijezene PE, iako je farote®nost desetak
puta manja od prosje£nog razmaka poliiona, tj. karakteristifa skala dobivena DS
metodom je desetak puta manja od prosje£ne udaljenosti polimnkoja se mo°e
dobiti sa SAXSom.

Ukratko, DS metoda mijeri prote®nost protuionske atmosfere, kajse u poluraz-
rijezenim otopinama poklapa s DH duljinom 1, dok je u razrijezenim otopinama
regulirana prosjeEnom udaljeno2¢u poliiona.

Metodu konduktometrije smo iskoristili kako bismo istra®ili udio Manning slo-
bodnih i kondenziranih poliiona u polielektrolitima. Istréfivali smo i jako (DNA)

i slabo (HA) nabijene PE (sa i bez Manning kondenzacije) te razrene, mono-
disperzne (DNA) i polurazrijezene, polidisperzne sustave (DNA, HA). &d svih
sustava bez dodane soli smo primijetili rast ekvivalentne vodjjosti sa sma-
njenjem PE koncentracijec, dok je u sustavima s dodanom soli (razlifite, vrlo
male koncentracije od 0.033-1 mM) imala konstantnu vrijedost. Dakle, porast
vodljivosti morao bi biti posljedica porasta udjela slobodnih aboja u otopini,
a nije posljedica promjene konformacije (koja bi se mogla ofteli za dugafke,
polidisperzne poliione).

Iz apsolutnog iznosa , koji je za polielektrolite s dvovalentim protuionima bio
dvostruko maniji, potvrdili smo valjanost primjene Manningovg modela, tj. kako
samo slobodni naboji sudjeluju u vodljivosti. Naravno, sudjeluju poliioni, ali
naboja umanjenog za udio kondenziranih protuiona. Apsolutnerijednosti udjela
slobodnih naboja bile su vrlo bliske teorijskim predvizanjimaf 0:24 za DNA s
jednovalentnim protuionima if  0:12 za dvovalentne protuione. Ovdje je vrijedno
napomenuti i kako je pri raEunanju DH duljine radi interpretcije rezultata DS
metode korizten upravo ovdje potvrZzeni model, tj. rafunali sra s teorijskim, a
ovdje eksperimentalno potvrzenim vrijednostima. Upitno je u woj interpretaciji
izvedenoj za DNA 2to se efekt porasta vodljivosti registrira i za HA wtopini bez
dodane soli, iako je to sustav u kojem ne bi trebalo biti pojave @kondenzacije.

Osim u slu£aju vodljivosti i u nazim istralivanjima osmotskog tlakaprimije-
tili smo da se slabo nabijeni poliion (HA) pona2a analogno kao i jakaabijeni
(DNA), tj. jedna je mogucta interpretacija uo£enih svojstava bd promjena udjela
slobodnih protuiona koji sudjeluju u stvaranju osmotskog tlakakao 2to su u gore
navedenim scenarijima sudjelovali u vodljivosti sustava). Naimeori istralivanju
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dvojne otopine DNA i HA primijetili smo da im osmotski tlakovi jed nako ovise
o koncentraciji. Kako je za DNA, a i za polistiren sulfonat (jo? jelan jaki polielek-
trolit) prije ustanovljena ovisnost osmotskog tlaka  c*® izlazi kako to onda
vrijedi i za slabi PE, HA. Ovu je ovisnost zikalno prihvatljivo inte rpretirati kao

koncentracijski ovisan osmotski koe cijent ~c c¢1®  “ce. No, koncentracijska
ovisnost osmotskog koe cijenta ukazuje na varijaciju udjela sbodnih protuiona
- 2to je naravno upitno za HA, slabi PE, gdje bi svi naboji nominalno ftebali biti

slobodni.

Na kraju, naglasio bih kako smo u studiji DS metodom i konduktomejom
NaDNA uzoraka primijetili potpis denaturacije DNA - dakle studjom dinamike
sustava smo dobili informacije i o strukturi makromolekule. Owne smo bolje
razumjeli mehanizam denaturacije sni®avanjem koncentrgei DNA. Sni®avanjem
koncentracije dolazi do dekondenzacije protuiona, a to zfiada su odbojne in-
terakcije fosfatnih skupina na DNA lancima slabije zasjenjene -opetava se Co-
ulombsko odbijanje i elektrostatski doprinos slobodnoj enefgi Posljedi£no dolazi
do razdvajanja lanaca DNA, a energija novonastaloga sustava ddda opada jer
je linearna gusto¢a jednolanfane DNA vie nego dvostruko ni°a wsporedbi s
dvolanfanom te dolazi i do daljnje dekondenzacije protuian

Ukratko, istra®ivanjima dinamike polielektrolita pru®ili sm o nova saznanja o
elementima strukture tih sustava: prote®nosti protuionske atmsfere, raspodijeli
slobodnih i Manning kondenziranih naboja, mehanizmu i uvjgha denaturacije
(razdvajanja) dvolanfEane DNA.
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