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Saºetak: Problem raspodjele protuiona u blizini poliiona je u �zici polielektrolita (PE) uo£en

jo² 1950-tih godina. Protuioni su podijeljeni u slobodne i Manning kondenzirane, a teorije

uglavnom poku²avaju interpretirati mjerenja osmotskog tlaka. U svome radu koristio sam

konduktometriju, dielektri£nu spektroskopiju (DS) i raspr²enje X-zraka u male kutove (engl.

SAXS) kako bih istraºio strukturu i dinamiku, pa tako i raspodjelu protuiona jakog PE, deoksi-

ribonukleinske kiseline (DNA) i slabog PE, hijaluronske kiseline (HA)u rasponu koncentracija

c=0.01-10 mM. U £istim vodenim otopinama PE, mjerenja DS daju� ²irinu potencijalne jame

poliiona � tj. prostorno protezanje atmosfere protuiona kojeje 2� puta manje nego SAXSom

odrežena udaljenost izmežu poliiona. Drugim rije£ima, pove¢anjem koncentracije PE ²irina po-

tencijalne jame� se smanjuje. S dodanom soli ²irina jame ovisi pak o ionskoj jakosti otopine.

Stoga smo zaklju£ili i kako je promjena za £iste vodene otopineuzrokovana promjenom kon-

centracije protuiona, a ne promjenom razmaka poliiona. Nadalje, konduktometrijom je uo£en

porast ekvivalentne vodljivosti � sa sniºenjem c, i za razriježene DNA i za polurazriježene DNA

i HA otopine ²to interpretiramo smanjenjem udjela protuiona u blizini poliiona, ²to efektivno

pove¢ava naboj poliiona pa stoga i �. Naime, slabi kondenziranje Manning protuiona zbog

poja£anog utjecaja entropije na niskim c. I� i � bi trebali ovisiti o valenciji protuiona, ²to smo

i potvrdili mjerenjima s Na� i Mg2� protuionima. Manning teorija za HA ne predviža konden-

zaciju protuiona (za razliku od DNA) pa ne bi trebalo biti uo£enog efekta na �. Mogu¢e je da

entropija pri niskim koncentracijama mijenja i efektivni naboj HA. Trenutni teorijski modeli

pokrivaju samo razriježene otopine, ali se kvalitativno slaºus na²im rezultatima.
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(SAXS) in order to probe structure and dynamics, as well as counterion distribution around

strong PE, deoxyribonucleic acid (DNA) and weak PE, hyaluronic acid (HA) in the concen-

tration interval c � 0:01� 10 mM . For no added salt PE solutions DS measurements provide

the size of the counterion atmosphere� , i.e. spatial extension of counterion atmosphere which

is 2� times shorter than distance between polyions determined fromSAXS. In other words,

by increasing PE concentration the size of the counterion atmosphere � shrinks. In added salt

solutions � depends on solution ionic strength. On that basis we conclude that for no added

salt solution the change is also caused by variations of counterion concentration and not by

distance between poliions. In conductometry we observed increase in equivalent conductivity �
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1
Uvod

1.1 Pregled

P olielektroliti (PE) su polimeri koji se sastoje od monomera s ionizabilnim
grupama. Kada su otopljeni u polarnom otapalu polielektroliti disociraju u
poliion koji moºe nositi i preko 106 naboja i mno²tvo protuiona male mase

i valencije. Prostorno ureženje tih sustava (struktura PE otopine) ovisi o struk-
turi poliiona, valenciji protuiona i o vrsti dodanog elektrolita. Zna£ajni napori
se ulaºu u istraºivanja PE zbog raznovrsnih tehni£kih primjena (genska terapija,
genski £ipovi, sekvenciranje DNA, biokompatibilni materijali) [1�7] koje se mogu
dalje razviti na osnovi novih bazi£nih spoznaja. DugodoseºnostCoulombovog me-
žudjelovanja isprepli¢e utjecaje konformacije poliiona i raspodjele protuiona ²to
rezultira mnogim efektima koji odrežuju PE bitno razli£itima od neutralnih PE.
Naime, istraºivanje jednog od podsustava, npr. atmosfere protuiona, neizostavno
uklju£uje poznavanje konformacije poliiona. S druge strane, rje²avanje konfor-
macije poliiona uvelike ovisi i o poznavanju parametara protuionske atmosfere.
Supstancijalna razlika ovih dvaju pristupa je sljede¢a: istraºivanja dinamike sus-
tava pruºaju ponajvi²e informacija o atmosferi, dok strukturna istraºivanja najvi²e
govore o konformaciji poliiona. Primarni aspekt ovoga rada jeistraºivanje dina-
mike atmosfere, uz u£injenu usporedbu s rezultatima strukturnih istraºivanja koje
nalazimo u literaturi.

Fizika polimera razvila je modele koji opisuju konformacijepolimera, koje ¢emo
iskoristiti kao uvod u �ziku poliiona. U modelu idealnog lancapolimer se sastoji
od N monomera mežusobno povezanihN � 1 vezom £ija usmjerenost u prostoru je
nasumi£na. Kuhnov model uklju£uje kratkodoseºne interakcije monomera i drºi
lanac lokalno rigidnim te je stoga svakako bliºi realnim poliionima. U modelu
crvolikog lanca �eksibilnost se mjeri duljinom ustrajnostiLp koja je jednaka uda-
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ljenosti izmežu dva najbliºa monomera £ija prostorna orijentacija nije korelirana.
Ovo su modeli koji prou£avaju konformaciju pojedingog lancabez uzimanja u obzir
utjecaja ostalih lanaca. Mežutim i oni utje£u na koformacijupojedinog lanca. Za
niske koncentracije poliiona karakteristi£ne duljinske skalepoliiona su manje od
udaljenosti izmežu susjednih poliiona te stoga poliioni nisu u kontaktu ve¢ svaki
zauzima svoj odrežen volumen. Takva otopina se naziva razriježena. Pove¢anjem
koncentracije se poliioni po£inju mežusobno ispreplitati. Takvu otopinu nazivamo
polurazriježenom, a njenu koncentraciju grani£nomc‡. Koncentracija poliiona ne
utje£e samo na njegovu konformaciju nego i na njegov potencijal. Opis potencijala,
tj. raspodjele protuiona - gusto¢e protuionske atmosfere pripada u domenu �zike
polielektrolita. U njoj postoje dva glavna razli£ita pristupa. Povijesno prvi, iz
1951. godine se temelji na rje²enju Poissonove jednadºbe uz uzimanje u obzir Bol-
tzmannove statistike protuiona. Kako je egzaktno rje²enje Poisson-Boltzmannove
(PB) jednadºbe bilo dobiveno samo za jedan posebni slu£aj, noviji pristup, iz 1969.
godine, bio je utemeljen na �zikalno motiviranim pretpostavkama [8,9] proiza²lim
prvenstveno iz eksperimentalnih saznanja o PE.

Osmotski tlak polielektrolita se po£inje mjeriti jo² 30.-tih godina pro²log sto-
lje¢a [10]. Osmotski tlak je odreživan razli£itim tehnikama idobivene vrijednosti
su u jednome svakako mežusobno konzistentne [11�13]. Naime, izmjereni osmotski
tlak je o£ekivano reguliran koncentracijom protuiona, alije manji nego za jednos-
tavne elektrolite odgovaraju¢e ionske jakosti. To se protuma£ilo na na£in da poli-
ion zarobljava dio protuina u svojoj blizini te su ovi efektivno osmotski neaktivni.
1950.-tih godina rje²avanjem PB jednadºbe Lifson i Katchalski (LK) [14,15] poku-
²avaju teorijski predvidjeti potencijal polielektrolita te iz njega dobiti taj umanjeni
osmotski tlak. Oni odrežuju egzaktno rje²enje PB jednadºbe za beskona£no dugi
²tap u cilindri£nom potencijalu, s rubnim uvjetom nule gradijenta potencijala iz-
mežu susjednih, paralelnih poliiona. LK rje²enje opisuje poliionsku atmosferu £ija
gusto¢a opada udaljavanjem od poliiona ²to i je njena glavna karakteristika. No,
rje²enja PB jednadºbe u aproksimaciji srednjeg polja naboje uzimaju kao to£ke i
ne mogu uzeti u obzir njihovu valenciju kao ni korelacije izmežu protuiona. Stoga
je 1969. Manning uveo dvozonski model koji se sastoji od volumenakojeg okupira
poliion s pripadnim protuionima te vanjskog volumena [8]. Uvaºavaju¢i Oosawino
viženje [9,16] Manning je umjesto beskona£no tankog modela uveo poliion kona£-
nih dimenzija [17]. Jako nabijeni poliioni kondenziraju protuione u svojoj blizini,
te oni ne doprinose osmotskom tlaku dok preostali slobodni protuioni doprinose.
Udio tih (ne)kondenziranih iona ovisi samo o gusto¢i naboja poliiona. Ovaj je mo-
del u stanju objasniti za£užuju¢e velik raspon eksperimentalnih podataka. Jedan
problem s MO (Manning-Oosawa) modelom je ²to udio kondenziranih protuiona
ovisi samo o linearnoj gusto¢i naboja poliiona dok mnogi eksperimentalni rezultati
pronalaze i ovisnost o koncentraciji poliiona [18,19].

Daljnji razvoj PB teorija po£inje pristupom numeri£kog rje²avanja nelinearne
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PB jednadºbe, s najintenzivnijom aktivno²¢u krajem 1990.-ih, po£etkom 2000.-
tih godina. S ciljem opisivanja i razriježenih otopina dvostanjski model su 2001.
razvili Deshkovski i suradnici [20]. Nakon toga su 2006. Antypov i suradnici [21]
razvili optimizirani LK model koriste¢i postupak minimiziranja slobodne energije
sustava. Netz je 2003. unaprijedio Manningov model te ugradio umodel i ovisnost
udjela kondenziranih protuiona o koncentraciji poliiona [22,23] ²to su rezultati koje
je potvrdio i ra£unalnim simulacijama molekularne dinamike.

Modeli su u ve¢ini slu£ajeva orijentirani na podru£je vi²ih koncentracije PE
£ime prate mogu¢nosti glavnine eksperimentalnih tehnika, primarno osmometrije
i raspr²enja X-zraka (SAXS - small-angle X-ray scattering). U podru£ju koncen-
tracija ispod 10 mM tehnike kojima raspolaºemo u laboratorijuna Institutu za
�ziku, konduktometrija i dielektri£ne spektroskopije (DS) mogu dati zna£ajan do-
prinos stvaranju sveobuhvatne slike PE u razli£itim reºimima. DS omogu¢ava pro-
u£avanje proteºnosti protuionske atmosfere. Speci�£no, relaksacije u sustavu PE
koje se uo£avaju u MHz podru£ju se povezuje s gibanjem protuionske atmosfere,
mežutim istraºiva£i se ne slaºu oko skale na kojoj dolazi do relaksacije niti oko re-
laksacijskog entiteta, tj. upitno je da li je gibanje protuionske atmosfere u smjeru
duº ili okomito na poliion kao i da li u njemu sudjeluju Manning kondenzirani
ili slobodni protuioni. Zna£ajno je ²to se iz karakteristi£nog vremena relaksacije
moºe odrediti karakteristi£na duljinska skala relaksacijskog entiteta. Naime, to je
inducirani dipol koji nastaje izmje²tanjem ionske atmosfere u odnosu na poliion
pod utjecajem vanjske pobude i difuzno kretanje iona koji £ine taj dipol odvija
se prema Einsteinovoj difuzijskoj jednadºbi [24]. Dakle, DS daje karakteristi£nu
skalu toga dipola, a time i ²irinu potencijalne jame oko poliiona [25].

Istraºivanja na kojima se bazira ovaj rad zapo£eta su na otopinama DNA s
natrijevim protuionima. Prvi radovi su se fokusirali na odreživanje karakteris-
ti£ne duljine poliiona [26�28]. Za polurazriježenu otopinu NaDNA pronažene su
dvije relaksacije, a ovisno o koncentraciji (monomera) DNA 0:01 mM @c @5 mM
njihovo karakteristi£no vrijeme je u rasponu 5� 10� 3 � 5 � 10� 6s, odnosno za vi-
sokofrekventu relaksaciju 10� 6 � 10� 8s. Karakteristi£no vrijeme visokofrekventne
relaksacije odgovara karakteristi£noj duljini 3nm @L @50 nm. Ovisnost te du-
ljine o koncentraciji L Œ c� 0:5 povezala jeL s � , de Gennesovom korelacijskom
duljinom [29] koja mjeri udaljenost izmežu poliiona. Isti sustav je istraºivan i
SAXS tehnikom te je izmjerena karakteristi£na duljina koja je 2� puta ve¢a od
one dobivene DS-om [30]. Najja£i signal u SAXS ¢e dati ona struktura koja ima
neku pravilnost u sustavu, a najja£i raspr²iva£ je atom s najve¢imatomskim bro-
jem, ²to je u tom sustav fosfor iz fosfatne grupe s DNA. Stoga je najrazumnije
pretpostaviti da karakteristi£na skala izmjerena SAXSom predstavlja udaljenost
izmežu DNA poliiona, tj. korelacijsku duljinu. Dakle udaljenost mežu poliionima
je 2� puta ve¢a od proteºnosti potencijalne jame, tj. protuionske atmosfere oko
poliiona. No, iznos ²irine potencijalne jame je u jako dobrom kvantitativnom
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slaganju s Debye-Huckelovom (DH) duljinom zasjenjenja. Ovi koncepti su pro-
vjereni i mjerenjima na DNA otopinama s dvovalentnim protuionima. Naime,
kako DH duljinu zasjenjenja de�niraju samo nekondenzirani, Manning slobodni
ioni, proteºnost atmosfere ¢e biti druk£ija dok korelacijska duljina ostaje ista za
iste koncentracije - ²to smo i eksperimentalno pokazali za dvovalentne magnezi-
jeve i manganove ione. Ovom usporedbomNa� i Mg2� sustava su potvržene i
Manningove vrijednosti udjela slobodnih i kondenziranih protuiona.

Manning udjele smo izravnije prou£avali konduktometrijom PE- ta mjerenja
zapravo proizlaze iz DS rezultata - jer se uzima vrijednost impedancije otopine na
samo jednoj frekvenciji (negdje izmežu 10 kHz -1 MHz). Vodljivost polielektrolita
je usko vezana s podjelom protuiona na kondenzirane i slobodne[31] jer se u pri-
sustvu elektri£nog polja kondenzirani protuioni gibaju zajedno s DNA poliionom
te ne sudjeluju u vodljivosti - sli£no kao pri mjerenju osmotskog tlaka. Stoga
mjerenje vodljivosti moºe doprinijeti razumijevanju raspodjele protuiona i efekta
kondenzacije. U najosnovnijem modelu vodljivost je proporcionalna koncentraciji
slobodnih naboja i njihovoj pokretljivosti u otopini. Prvi na² rezultat dobiven
konduktometrijom jest neovisnost vodljivosti o stupnju polimerizacije DNA, tj.
polidisperzni i monodisperzni uzorci pokazali su istu molarnu vodljivost. Postoji i
teorijski rad, Manningov model [32] koji predviža neovisnost vodljivost o stupnju
polimerizacije. Zamijetili smo i opadanje ekvivalentne vodljivosti za 20% pri sma-
njenju koncentracije za red veli£ine, za oba sustava, i polidisperzni, polurazriježeni
i monodisperzni, razriježeni, pa £ak i za sustav s jednovalentnim natrijevim i dvo-
valentnim magnezijevim protuionima. Primije¢eni pad se donekle kvantitativno
slaºe s Netzovim modelom [22,23] prema kojem se o£ekuje smanjenje udjela kon-
denziranih protuiona na niºim koncentracijama na kojima jeentropski povoljnije
udaljavanje kondenziranih protuiona od poliiona, uprkos elektrostatskom privla£e-
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 protuiona [33] - pa
ne moºe do¢i niti do dekondenzacije i pove¢anog doprinosa dekondenziranih pro-
tuiona vodljivosti PE sistema.

Na kraju primjetimo kako se DNA od ve¢ine polielektrolita izdvaja svojom
strukturom dvostruke komplementarne uzvojnice. Ta strukturaomogu¢uje DNA
da, ovisno o vanjskim uvjetima, bude ili u strukturi dvostruke uzvojnice (ds) ili
u strukturi jednostruke uzvojnice (ss). Prijelaz iz ds u ss strukturu se naziva
denaturacija. Vaºnost denaturacije DNA je u £injenici da se kopiranje DNA i
njeno prevožene u svrhu koda za izradu proteina moºe odvijatisamo na ssDNA
dok se genetska informacija ²titi od mutacija u dsDNA obliku. Zbogtoga ºiva
stanica ima mehanizme koji reverzibilno denaturiraju i "naturiraju" DNA [34].
Denaturacija DNA se u na²im NaDNA otopinama bez dodane soli manifestira i
u karakteristi£noj duljini, koja je za takvu DNA manja, i u vodljivosti, koja je
ve¢a. Ta dva efekta su mežusobno povezani. Naime, ssDNA ima manju linearnu
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gusto¢u naboja ²to uzrokuje vi²e slobodnih iona u odnosu na dsDNA te je stoga
duljina zasjenjenja kra¢a, a izmjerena vodljivost ve¢a. Koncentracijska ovisnost
udjela ssDNA u ukupnoj otopini navodi nas i na model denaturacije. Sniºavanjem
koncentracije DNA u otopinama bez dodane soli duljina zasjenjenja se pove¢ava te
stoga Coulombovo odbijanje nabijenih, fosfatnih grupa dvajulanaca DNA raste.
Kada energija tog odbijanja postaje ja£a od energije veze dvaju lanaca (vodikove
veze izmežu parova baza i efekt slaganja baza) javlja se denaturacija. Smanje-
nje zasjenjenja se javlja smanjivanjem koncentracije dodane soli ili smanjenjem
koncentracije same DNA. Na² eksperimentalni pristup detektira i (o£ekivani) iz-
ostanak denaturacije za DNA otopine s protuionima koji su dvovalentni. Ovi
rezultati demonstriraju kako je DS metoda koja istovremeno istraºuje oba podsis-
tema polielektrolita, dinamiku protuiona, a neizravno i strukturu - konformaciju
poliiona i proteºnost poliionske atmosfere, te naboj koji poliion nosi.

1.2 Biopolimeri su polielektroliti

Biopolimeri ili biomakromolekule se dijele na 3 grupe: nukleinske kiseline,
proteine te polisaharide (ugljikohidrati). Nukleinske kiseline primarno biljeºe i
prenose genetski kod. Proteini su katalizatori biokemijskih reakcija (enzimi), za-
duºeni su za strukturu i mehani£ku funkciju stanica te prijenossignala unutar
stanice. Strukturne komponente biljaka se primarno sastoje od polisaharaida (ce-
luloza). Bakterije pak izlu£uju polisaharide u svrhu adhezije na podlogu i za
izbjegavanje dehidracije. Postoje i iznimke od ove podjele,kao npr. ekstrace-
lularni glikoproteini (kombinacija proteina i ugljikohidrata) s ulogom u imunom
odgovoru ili adheziji tkiva. Iznimka je i ribosom (kombinacija proteina i ribo-
nukleinske kiseline) koji £ita genetski kod i prenosi ga u slijed aminokiselina -
sintetizira protein. Na slici 1.1 prikazana je zastupljenost biopolimera u bakteriji
E. Coli veli£ine oko 1�m . Nukleinske kiseline, ve¢ina proteina i neki polisaharidi

�þ

Slika 1.1: Stani£ni cenzus za bakteriju E. Coli. Slika preuzeta iz [34].
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nisu neutralni polimeri. U otopini su nabijeni, pona²aju se kao poliioni (linearna
simetrija makromolekule) ili makroioni (sferna simetrija makromolekule) i okru-
ºeni su malim ionima koji ih neutraliziraju. U biolo²ki relevantnim situacijama
naboji biopolimera su zasjenjeni i s dielektri£nim odgovorommolekula vode i zbog
preraspodjele protuiona kao i koiona poteklih iz prisutnih jednostavnih soli. Entro-
pija ovih protuiona moºe rezultirati iznenažuju¢e jakim vezama izmežu nabijenih
objekata u vodi uprkos vrlo malim duljinama zasjenjenja, preko sprege osmotskih
i elektrostatskih interakcija. Dobitak slobodne energije vezanjem 2 makroiona je
proporcionalan umno²kukT s brojem otpu²tenih protuiona. Taj dobitak moºe
biti velik, iako je elektrostatska interakcija u tipi£nim uvjetima mnogo manja. Na
pona²anja cijelog sustava utje£u i druge veli£ine, kao npr. naboj, veli£ina, hidra-
tacija, koncentracija iona. Prisustvo Coulombovog �uida (otapalo s protuionima)
moºe zna£ajno izmjeniti elektrostatsku interakciju nabijenih (susjednih) povr²ina.
Brojni eksperimenti i teorijska istraºivanja [35,36] testiraju na²u intuiciju po pita-
nju razumijevanja elektrostatskih efekata. To najbolje demonstrira elektrostatska
privla£nost izmežu istoimeno nabijenih povr²ina, koja se javlja u prisutnosti vi-
²evalentnih protuiona. Primjeri nastajanja velikih agregataistoimeno nabijenih
molekula su mikrotubuli [37] i F-aktin [38, 39], Sl. 1.2, kao inastajanje teku¢ih
kristala i kondenzata DNA u otopini te unutar kapsida virusa [40], Sl. 1.3. Fizika
nabijenih biopolimera je bogato podru£je s £esto kontraintuitivnim fenomenima
te iznova motivira istraºivanja, kako eksperimentalna tako iteorijska.

Slika 1.2: Prikaz nekondenziranog i kondenziranog F-aktina. (A) U otopini niske
ionske jakosti dva �lamenta F-aktina zadrºavaju svoju nativnu simetriju i nisu
vezani. (B) U otopini visoke koncentracije vi²evalentnih protuiona oni formiraju
val gusto¢e naboja i povezuju �lamente F-aktina. Slike preuzeta 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) snimljen polarizacij-
skim mikroskopom. Crvene boje predstavljaju DNA a ostale boje predstavljaju
HA. Slika preuzeta iz [41]. Desno. Krioelektronskom mikroskopijom dobivena
mikrogra�ja bakteriofaga T5. Mogu se vidjeti pune te djelomi£no ili uop¢e ne
popunjene kapside s kondenziranom DNA i to snimljene odozgo (1), postrance (2)
i pod kutem (3). Slika preuzeta iz [40].

1.2.1 Deoksiribonukleinska kiselina: struktura i elektro s-

tatika

Posebice je deoksiribonukleinska kiselina (hrv. DNK, eng. DNA) vaºan mo-
delni sistem u istraºivanju polielektrolita. Po£etak istraºivanja strukture DNA
datira u 50-e godine pro²log stolje¢a. Watson i Crick su 1953. godine predloºili
spiralni model DNA sa speci�£nim uparivanjem baza. Upravo to speci�£no upa-
rivanje baza omogu¢uje preno²enje genetske informacije. Istovremeno s razumije-
vanjem strukture primije¢ena je i vaºnost denaturacije DNA [42], tj. razdvajanja
dvostruke uzvojnice. DNA je polimerni lanac £iji monomeri su kovalentno pove-
zani fosfodiesternom vezom 1.5. DNA monomer (nukleotid) se sastoji od fosfatne
grupe i od nukleozida - kombinacije ²e¢era (2'-deoksiriboze)i pirimidinske, timin
(T) i citozin (C) odnosno purinske, adenin (A) i gvanin (G) baze.Fosfatna grupa
potje£e od jake kiseline s pKa oko 1. Stoga ¢e u �ziolo²kim uvjetima svaki fosfat
biti negativno nabijen i dobiti ¢emo snaºno nabijeni poliion. Baze nisu elektri£ki
nabijene, ali izmežu komplementarnih parova baza (pb, eng.base pair bp) se
formiraju vodikove veze zbog £ega nastaje dvostruki lanac DNA. Osim vodikovih
veza, postoje i disperzijske sile koreliranih elektronskih �uktuacija 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 prostorno ispu-
njenoj reprezentaciji. Ruºi£astom bojom su obiljeºeni fosfati, a crvenom i plavim
crtama su nazna£eni mali odnosno veliki utor.

preklapaju. Ovo slaganje baza vodi na formiranje karakteristi£ne strukture uzvoj-
nice za DNA dvostruki lanac. Sama dvolan£ana DNA, tj. ako nije kompleksirala s
proteinima, pona²a se poput nabijenog polimera - ima konformaciju nasumi£nog
namotaja (eng. random coil). Tako pakirana DNA se nalazi samo kod nekih bak-
teriofaga. Kompleksniji organizmi su, kako bi "spakirali" ve¢u koli£inu genetske
informacije, dakle dulju DNA, morali prona¢i daljnje na£ine kompaktiranja koji
su ilustrirani na slici 1.10.
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Slika 1.5: Shematski su prikazane fosfatne grupe i ²e¢erni prstenod 5 ugljikovih
atoma.

1.2.1.1 Denaturacija DNA

Za razumijevanje pakiranja i kompakti�kacije DNA vaºno je razumjeti i meha-
nizam stabilizacije same sekundarne strukture DNA koji se ne bazira na kemij-
skim (kovalentnim) vezama. Dakle, mehanizam denaturacije (i renaturacije) DNA,
razdvajanje (i ponovno vezanje) dvolan£ane uzvojnice se najbolje opisuje �zikal-
nim konceptima. I prije Watson/Crick/Franklin proboja uo£eno je postojanje
sekundarne strukture. Naime, nukleinske kiseline imaju karakteristi£ni apsorpcij-
ski spektar s maksimumom blizu 260 nm i minumumom blizu 230 nm. Godine
1950. se otkrilo da je UV-apsorpcija monomera (nukleotida), tj.hidrolizirane,
depolimerizirane DNA ja£a nego nativne DNA [42]. Jo² je vaºnije ²to se apsorp-
cija pove¢ava (hiperkromatski efekt) i pod relativno blagimutjecajima koji £uvaju
polimersku bit molekule (dakle fosfodiesterske veze duº lanaca) - npr. smanjenje
pH, pove¢anje temperature, smanjenje koncentracije DNA ili smanjenje koncen-
tracije dodane sol ali o£ito na neki na£in mijenjaju strukturu. Ina£e, sama metoda
UV-apsorpcije sada je rutinska metoda odreživanja sekundarne strukture DNA -
odreživanja konformacije jedno ili dvolan£ane uzvojnice.
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Slika 1.6: Detaljan kemijski prikaz komplementarnih baza s nazna£enim vodikovim
vezama izmežu njih.

Slika 1.7: Grijanje uzrokuje denaturaciju dsDNA u ssDNA. Tipi£an prikaz UV
apsorpcije u funkciji temperature, gdje se za temperaturu denaturacije dvolan£ane
u jednolan£anu DNATm progla²ava ona na polovici iznosa porasta apsorpcije.

Record [43] je 1975 napravio detaljnu studiju UV-apsorpcije gdje je pokazao na
vaºnost elektrostatskih efekata za stabilnost DNA. Pratio je utjecaj koncentracije
DNA, koncentracije Na� protuiuona, udjela Mg2� protuiona u odnosu na Na� na
temperaturu prijelaza (denaturacije) dvolan£ane u jednolan£anu DNA, Sl. 1.8.
Ustanovio je da se prijelaz suºava, a temperatura prijelaza pove¢ava kako se po-
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1.2. BIOPOLIMERI SU POLIELEKTROLITI

Slika 1.8: Krivulje prijelaza (dane kao postotak prijelaza)T4 DNA u funkciji
koncentracije DNA (ujedno je to jednako i koncentraciji intrinsi£nih Na� iona).
O£itana apsorpcija na 260 nm je uz uzorke a odmah ispod je nazna£en nagib
prijelaza o£itan na temperaturi prijelaza.

Slika 1.9: Krivulje prijelaza T4 DNA (2:6 � 10� 5M DNA fosfata, 10� 4M Na � ) za
razli£iti omjer dodatnih Mg2� naspram fosfata DNA (Mg2� ~P). Omjer je nazna-
£en uz uzorke a odmah ispod je nazna£en nagib prijelaza o£itanna temperaturi
prijelaza.

ve¢ava koncentracija DNA, pa time i Na� protuiona. Ustanovio je i kako dodani
magnezijevi ioni stabiliziraju DNA, Sl. 1.9. Tu je naravno uvijek o£uvana neutral-
nost sustava, ali ono ²to se mijenja je da dvovalentni (i vi²e valentni) protuioni

11
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Slika 1.10: Kromosomska DNA je upakirana unutar mikroskopski malene stani£ne
jezgre uz pomo¢ histona. To su pozitivno nabijeni proteini koji jako prijanjaju za
negativno nabijenu DNA te £ine kompleks naziva nukleosom. Nukleosom £ini do 2
namotaja DNA oko 8 histonskih proteina. Nukleosomi formiraju 30 nanometarsko
kromatinsko vlakno koje formira petlje prosje£ne visine 300 nanometara. Ta 300
nanometarska vlakna su komprimirana i namotana u 250 nm ²iroka vlakna koja
su snaºno namotana u kromatid kromosoma. Slika preuzeta iz [44].

prilaze bliºe lancima DNA i istiskuju jednovalentne, a pri tomebolje zasjenjuju
sami naboj fosfatnih skupina na lancima. Pri tome se i smanjuje odbijanje dvaju
lanaca i pove¢ava stabilnost sekundarne strukture.

1.2.1.2 Kondenzacija DNA

Sveprisutna je situacija u biolo²kom okruºenju [45] gdje atmosfera vi²evalentnih
protuiona efektivno inducira privla£nu interakciju izmežu istonabijenih molekula
DNA ²to vodi do formiranja toroidalnih agregata, koji su preferirani oblik kon-
denzirane DNA [46]. U stvari, ve¢ina spolnih stanica sisavaca sadrºi toroidalno
kondenziranu DNA. ƒini se da je kondenzirana DNA zna£ajna i za pakiranje
gena bakteriofaga i za umjetnu dostavu gena. Sigurno je u osnovi kondenzacije
DNA elektrostatska interakcija, ali kondenzacija se ne moºe objasniti Poisson-
Boltzmannovom teorijom srednjeg polja [47]. Da bi se razumjela promjena elek-
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1.3. FIZIKA POLIMERA - KONFORMACIJE POLIIONA

trostatskog mežudjelovanja iz odbojnog u privla£no izmežu jednakih naboja po-
trebno je zna£ajnije preoblikovanje teorije elektrostatskeinterakcije bazirano na
konceptu "jakog sprezanja" (eng. strong coupling) izmežu DNA lanca i vi²eva-
lentnih protuiona [48]. Ipak svi vi²evalentni ioni nemaju jednaki utjecaj na kon-
denzaciju DNA, tj. osim jednovalentnih i neki dvovalentni ioni(isklju£uju¢i pri-
jelazne metale kao npr. Mn2� , Ni2� , Cu2� ) ne kondenziraju dvolan£anu dsDNA
£ak niti kada su prisutni u velikim koncentracijama dok gotovosvi dvovalentni
kationi kondenziraju jednolan£anu (ss) DNA (Mg2� , Ba2� , Ca2� ) [49, 50]. Najis-
taknutiji odabir za kondenzaciju DNA su Mn2� , Cd2� , Co(NH3)3� , poliamini kao
npr. spermidin3� i spermin4� , polilizin � [45]. Dakle, elektrostatika sigurno ima
glavnu ulogu u kondenziranju DNA, ali ona nije jedini uklju£eni £imbenik, jer
npr. Co(NH3)3� je e�kasniji u kondenzaciji nego spermidin3� iako su oboje trova-
lentni. ƒini se da je naje�kasniji onaj kondenziraju¢i protuion koji se koordinira
u nekom od utora DNA. Zbog toga prou£avanje dinamike tih protuiona moºe dati
dodatnu informaciju. Spomenimo i kako smo u odjeljku o denaturaciji naveli kako
mežudjelovanje alkalijskih dvovalentnih iona stabilizira dvostruku uzvojnicu DNA
smanjanjem njihove odbojnosti, mežutim destabilizaciju DNA mogu proizvesti
dvovalentni prijelazni metali koji se primarno veºu na baze DNA i poni²tavaju
efekte vertikalnog slaganja baza [51].

1.3 Fizika polimera - konformacije poliiona

Dosad sam dao naglasak na utjecaj elektrostatskih mežudjelovanja protuiona
i poliiona na funkciju biopolimera. No, svakako je potrebno uvesti i neke koncepte
iz �zike (nenabijenih) polimera i time omogu¢iti da se u prou£avanju funkcije poli-
elektrolita uzme u obzir i konformacija lanaca poliiona. Naime, vaºno je primijetiti
- ovisno u uvjetima u otopini poliion moºe pokazati pona²anje od skoro idealnog
�eksiblinog lanca do ²tapi¢aste strukture [52].

1.3.1 Model idealnog lanca

Svaki polimer se sastoji od jedinica - monomera. Prvo ¢u iznijetinajjednos-
tavniji mogu¢i model; model idealnog lanca, koji je prikazan na slici 1.11 a sastoji
se odN � 1 karika i N veza izmežu njih. U modelu idealnog lanca vektor veze
izmežu susjednih monomeraÑl i � ÑRi � ÑRi � 1 opisan je nasumi£nim hodom koraka du-
ljine l � SÑl i Skroz prostor (broj veza jeN ). Pretpostavka je da su orijentacije veza
nekorelirane i da ne postoje nikakve interakcije izmežu segmenata lanca (nema
dugodoseºnih volumnih interakcija). Ukupna duljina konturelanca koji se sastoji
od N veza jednaka je sumi duljine svake pojedine veze

L � N SÑl i S �Nl (1.1)
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Slika 1.11: Model nasumi£nog lanca od N+1 karike i N veza mežu njima.

a vektor udaljenosti krajeva lancaÑh glasi

Ñh � ÑRN � ÑR0 �
N

Q
i � 1

Ñl i (1.2)

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

ah2f � aÑh � Ñhf (1.3)

gdje zagrada ozna£ava prosjek po svim mogu¢im kon�guracijama. Ako krenemo
od izraza 1.2 uz kori²tenje slijede¢ih jednakosti

aÑl i � Ñl i f � l2 (1.4)

aÑl i � Ñl j f � l2 `cos� ij e (1.5)

dolazimo do slijede¢eg izraza za PKUKL

ah2f � aÑh � Ñhf � d
N

Q
i � 1

Ñl i �
N

Q
i � 1

Ñl j i �
N

Q
i � 1

aÑl i � Ñl i f �

2
N � 1

Q
i � 1

N

Q
j � 2
i @j

aÑl i � Ñl j f � Nl 2 � 2l2
N � 1

Q
i � 1

N

Q
j � 2
i @j

`cos� ij e (1.6)
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Faktor 2 dolazi uslijed izbjegavanja sumacije za indeksej A i koja je jednaka
sumaciji za indeksej @i . Za nasumi£ni model poveznice su ne korelirane te zbog
toga vrijedi aÑl i � Ñl j f � aÑl i f � aÑl j f � 0 a to povla£i `cos� ij e � 0. To pojednostavljuje
izraz za PKUKL

ah2f � Nl 2 (1.7)

Tipi£ni radijus nasumi£nog lanca je istog reda veli£ine kao i kvadratni korijen
PKUKL-a

R � ah2f
1~2

� N 1~2l (1.8)

Radijus nasumi£nog lanca je proporcionalan korijenu broja njegovih veza dok je
kontura proporcionalna broju veza. Zbog toga je za duga£ke lance radijus nasu-
mi£nog lanca mnogo manji nego duljina njegove konture.

1.3.2 Model Kuhnovog lanca

U modelu idealnog lanca zanemarena je orijentacijska korelacija izmežu nje-
govih segmenata. Sada ¢emo izloºiti model u kojem su uklju£enekorelacije za
mežusobno bliske segmente lanca; Kuhnov model lanca. Neovisno o orijentacij-
skim korelacijama PKUKL je dan izrazom 1.8

ah2f � l2

<@@@@@@>

N � 2
N � 1

Q
i � 1

N

Q
j � 2
i @j

`cos� ij e

=AAAAAA?

(1.9)

Sada ¢emo prou£iti kako kratkodoseºne orijentacijske korelacije izmežu segmenata,
opisane dvostrukom sumom kosinusa kutova u izrazu 1.9 modi�cira karakteristi£nu
duljinu polimernog lanca.

Model Kuhnovog lanca po£iva na dvije pretpostavke

1. Korelacije duº konture lanca su kratkodoseºne. Pretpostavlja se da segmenti
izgube orijentacijsku korelaciju ve¢ nakon male udaljenostipo konturi, re-
cimo nakons monomera, tj. `cos� ij e � 0 za j � i A s. Stoga sumi u izrazu
1.9 doprinose samo parovi koji zadovoljavaju sljede¢i uvjet

N � 1

Q
i � 1

N

Q
j � 2
i @j

`cos� ij e�
N � 1

Q
i � 1

N

Q
j � 2

i @j @i � s

`cos� ij e (1.10)

2. Lanac je homogen i utjecaj krajeva lanca je zanemariv. S tom pretpostav-
kom, suma po indeksuj ¢e u rasponui @j @i � s dati identi£ne vrijednosti
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za svaku vrijednostii . Budu¢i da sumiramo poN monomera moºemo pisati

N � 1

Q
i � 1

N

Q
j � 2

i @j @i � s

`cos� ij e� N
s

Q
j � 2

`cos� ij e (1.11)

Izraz 1.11 moºemo uklopiti u izraz 1.9 te za Kuhnov lanac (u koji su uklju£ene
kratkodoseºne orijentacijske korelacije) dobijemo izraz

ah2f � Nl 2� (1.12)

gdje smo uveli pokratu

� � 1 � 2
s

Q
j � 2

`cos� 1j e (1.13)

Primijetimo da uklju£ivanje kratkodoseºnih korelacija modi�cira PKUKL samo
za faktor � , tj. PKUKL i dalje ostaje proporcionalan broju karika lanca N . To
pak zna£i da je Kuhnov lanac nasumi£ni lanac samo s duljim monomerom od
nasumi£nog lanca. Stoga moºemo umjestoN segmenata duljinel modelirati lanac
s Nk � N ~� Kuhnovih segmenata s Kuhnovom duljinomlk � l� tako da je duljina
konture lanca o£uvana

L � Nl � Nk lk (1.14)

S navedenim renormalizacijama PKUKL iznosi

ah2f � Nl 2� � Nk l2
k (1.15)

Naglasimo jo² jednom da s renormaliziranom veli£inom monomera izraz za PKUKL,
dan izrazom 1.15, ima isti oblik kao i za idealni lanac, izraz 1.7. Drugim rije£ima
veli£ina monomera je renormalizirana na na£in da kratkodoseºne korelacije u Kuh-
novom modelu "pospremi" u njegovu pove¢anu duljinu.

1.3.3 Crvoliki lanac

I u modelu idealnog i u modelu Kuhnovog lanca, najvaºnija osobina polimera,
njegova �eksibilnost je koncentrirana u spojnoj to£ci karika.Razmotrimo kako to
izgleda na primjeru od na²eg interesa- DNA. Kuhnova duljina za DNAiznosi 100
nm, a veli£ina DNA monomera je 0.34 nm. To zna£i da su u Kuhnovu modelu 300
monomera jednako orijentirani te se sva promjena u orijentaciji dogaža nakon 300
monomera i ona je nasumi£na. Budu¢i da realna situacija nije ba² takva postoje
i drugi modeli polimera. Jedan od njih je crvoliki lanac u kojem je polimer tanak
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elasti£ni �lament koji u granici malih deformacija zadovoljava Hookov zakon. Za
razliku od Kuhnovog modela koji je previ²e diskretan, crvoliki model je previ²e
kontinuirani s obzir na realni polimer. Naime u crvolikom modelu veli£inu karike
lanca l pu²tamo u nulu a broj segmenata lancaN u beskona£nost na na£in da
je duljina konture polimera L � Nl konstantna. Razmotrimo elasti£ni �lament
duljine s s konstantnom zakrivljeno²¢u� ~s (radijus zakrivljenosti Rc � s~� , pogle-
daj sliku 1.12). Prema Hookovu zakonu energija savijanja je ekstenzivno svojstvo

�	 �
 �	 �
�R �R�� �� �� �"

�• �¬�­�ž�� �� �� ���­�ž �­�­�ž�Ÿ �®
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�	 �
�R ��

�L
��

�� �% ��

�G

�	 �
�� �¨
�G �G

s

( )s•

cR s •=

( )s•

 
�RSlika 1.12: Elasti£ni �lament duljine s i zakrivljenosti � ~s.

proporcionalno duljini �lamenta s i kvadratu zakrivljenosti

� U �
1
2

s� b ‹
�
s

•
2

(1.16)

gdje je � b savitljivosti. Prosje£ni kvadrat kuta savijanja se moºe izra£unati kao
prosjek po svim kon�guracijama

a� 2f � 2Rê � � U~kT • � 2d�

Rê � � U~kT • �
� 2

s
� b

kT (1.17)

gdje se faktor 2 pojavio jer se �lament moºe savijati neovisno u dva smjera. Ori-
jentacijska korelacija crvolikog lancà cos� ˆs•e je eksponencijalna

`cos� ˆs•e � eSsS~L p (1.18)

gdje jeLp duljina ustrajnosti. Duljina ustrajnosti je tipi£na duljina na kojoj se ori-
jentacijske korelacije polimera izgube. Sa svrhom povezivanja duljine ustrajnosti
s konstantom savitljivosti, razmotriti ¢emo kratki �lament u granici ²tapi¢astih
duljina, tj. s P Lp. Za tako kratke duljine kosinus iz izraz 1.18 moºemo rastaviti
u red te zaklju£no s drugim £lanom u razvoju po� ˆs• dobivamo

`cos� e� 1 �
1
2

a� 2ˆs•f � � (1.19)
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Sli£no moºemo rastaviti i eksponencijalnu funkciju i zadrºati ¢emo se samo na
prvom £lanu u razvoju

e�SsS~L p � 1 �
s

Lp
� � (1.20)

i kombiniranjem prija²nja dva izraza dobivamo

a� 2ˆs•f � 2
s

Lp
(1.21)

Ve¢ prije smo izra£unali prosjek kvadrata kuta savijanja uz pomo¢ Hookovog za-
kona 1.17 a kada ga usporedimo s izrazom 1.21 dobijemo

Lp �
� b

kT
(1.22)

Iz toga vidimo da je duljina ustrajnosti polimera u stvari njegova otpornost na
savijanje u jedinicama kT.

Za crvoliki lanac u kontinuiranoj aproksimaciji, udaljenostkrajeva Ñh se moºe
zapisati na na£in

Ñh � S
L

0

Ñlˆs•ds (1.23)

gdje je Ñlˆs• � @Ñr~@stangenta na jedini£ni vektor smjera lanca na udaljenostis
mjerena po konturi lanca. Po analogiji na izraz 1.3 PKUKL u crvolikom modelu
glasi

ah2f � S
L

0
dsS

s

0
dsœb Ñlˆs• � Ñlˆsœ•g �

2S
L

0
dsS

L � s

0
dt `cos� ˆ t•e; t � sœ� s (1.24)

Za rije²iti dvostruki integral pomo¢i ¢emo si izrazom 1.18 takoda za PKUKL
dobivamo

ah2f � 2L2
p �

L
Lp

� 1 � e� L ~L p 	 (1.25)

dva grani£na slu£aja su

ah2f � L2 L P Lp ˆ ²tapi¢• (1.26)
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ah2f � 2LL p L Q Lp ˆnamotaji • (1.27)

U slu£ajuL P Lp lanac je kruti ²tapi¢ dok se zaL Q Lp u PKUKL ponovo dobija
Gausoov lanac. Za Kuhnov lanac smo dobilìh2e � Nk l2

k � Ll k , izraz 1.15. Iz
usporedbe s izrazom za crvoliki lanac, izraz 1.27 slijedi

lk � 2Lp (1.28)

Ovime smo pokazali da je Kuhnova duljina to£no dvostruko duljaod duljine ustraj-
nosti, a budu¢i da je Kuhnova duljina odabrana tako da izmežu njenih segmenata
nema orijentacijskih korelacija vidimo da se korelacija gubiza duljine dvostruko
dulje od duljine ustrajnosti. Napomenimo jo² jednom da Kuhnovaduljina 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 mežudjelovanju
s drugim polimerima. Za male koncentracije ¢e polimeri mežusobno biti udaljeni
i ne¢e mežudjelovati. Mežudjelovanje zapo£inje na grani£noj koncentraciji na
kojoj su volumeni pridruºeni polimerima u mežusobnom kontaktu. Za jo² ve¢e
koncentracije polimeri se mežusobno proºimaju. Otopine jakoniske koncentracije
polimera se nazivaju razriježenima. Svojstveno takvim otopinama je da su poliioni
mežusobno udaljeni vi²e od svoje duljine kontureL @� , vidi sliku 1.13. Stoga
se svakom polimeru moºe pridjeliti sfera dijametra jednakog udaljenosti izmežu
susjednih polimera. Pove¢anjem koncentracije se dolazi do otopine u kojoj je
L � � i ta koncentracija se naziva grani£nom. Iznos grani£ne koncentracije se
moºe procjeniti na na£in da se svaki poliion smjesti u volumenu koji je jednak
kubu njegove duljine [29].

c‡ �
Nmm

ˆNb•3
�

mm

b3N 2
(1.29)

gdje jemm masa monomera. Vaºno je zapamtiti da grani£na koncentracijaovisi o
broju monomera poliionac‡ � N � 2. To zna£i da ¢e kra¢i poliioni imati ve¢i iznos
grani£ne koncentracije. Uostalom, to je slu£aj i s DNA koju smo mi istraºivali
[19, 53]. Istraºivanje smo vr²ili u rasponu koncentracija 0:01 mM � 10 mM . U
tom rasponu 146 bp DNA £ini razriježenu, a genomska (polidisperzna 2k - 20k
bp) £ini polurazriježenu otopinu.
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Slika 1.13: Skica razriježenog, grani£nog i polurazriježenog polielektrolita za �ek-
sibilni L ALp i kruti L @Lp polimer.

1.4 Fizika protuionske atmosfere

Razumijevanje polielektrolita podrazumijeva i poznavanje raspodjele protu-
iona. Dok se konformacija poliiona moºe opisivati alatima �zike polimera, za
opis protuionske atmosfere trebamo osnovnu jednadºbu elektrostatike - Poissonovu
jednadºbu. Statistika nabijenih £estica u potencijalu poliiona svakako je Boltz-
mannova. Zato svi opisi protuionske atmosfere kre¢u od tzv. Poisson-Boltzmann
jednadºbe.

1.4.1 Poisson-Boltzmann jednadºba

U termostatiranim sustavima raspodjela protuiona, koju moºemoizraziti preko
koncentracijeĉ r • je Boltzmannova

ĉ r • � c0e� e ~kT (1.30)
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gdje jec0 koncentracija u nekoj dalekoj to£ci u kojoj potencijal idealno iznosi nula.
Iz toga proizlazi da uz poznavanje elektrostatskog potencijala  moºemo izra£unati
raspodjelu protuiona. Primijetimo odmah da je prirodno elektrostatski potencijal
 promatrati u odnosu na apsolutnu temperaturukT, tj. uvesti renormalizaciju
� � e ~kT. Veza nabijenih £estica i potencijala je dana Poissonovom jednadºbom

©2 � � � ~"0" r (1.31)

gdje je � gusto¢a naboja,"0 permitivnost vakuuma, a " r relativna permitivnost
sredstva.

Uvr²tavanjem Boltzmannovog izraza, 1.30, u Poissonovu jednadºbu, izraz 1.31,
dobijemo Poisson Boltzmann (PB) jednadºbu

©2 � �
e

"0" r
Q

i
zi ci ˆ0•e� z� (1.32)

gdje smo iskoristili vezu gusto¢e naboja i njegove koncentracije � � P i ci zi e. Primi-
jetimo da PB jednadºba nije linearna. Mežutim, Debye i Hückel (DH) su za male
elektrostatske energijeze P kT eksponencijalnu funkciju razvili u red i zadrºali
se na vode¢em £lanu te dobili linearnu jednadºbu

©2 � � � 2 (1.33)

gdje smo uveli pokratu� � 1 � ˆ8�l B •1~2I � 1~2
S u kojoj je lB Bjerrumova duljina, a

I S � 1~2P i ci z2
i je ionska jakost otopine. ƒinjenica da pokrata� � 1 ima dimenziju

duºine i da se linearizirana PB jednadºba (1.33) moºe zapisati bez parametara ako
se zapi²e u skali� � 1 govori nam da je� � 1 fundamentalna duljina. � � 1 naziva se
Debyeva duljina a ukazuje na zasjenjenje naboja u otopini za duºine ve¢e od� � 1.
Drugim rije£ima, doseg Coulombovog potencijala je kona£an uotopini.

1.4.1.1 Bjerrumova duljina

U vakuumu je doseg elektrostatske interakcije beskona£na a u otapalu je duljine lb.
Bjerrumova duljina je dana kao udaljenost na kojoj su izjedna£ene elektrostatska
energija jednovalentnih naboja i njihova kineti£ka energija.

kB T �
1

4�" 0" r

e2

lB
(1.34)

gdje selB moºemo izraziti kao:

lB �
1

4�" 0" r

e2

kB T
(1.35)

21



POGLAVLJE 1. UVOD

Bjerrumova duºina na odreženoj temperaturi ovisi samo o otapalu, tj. o " r . Za
jednovalentne ione na 25°C uz relativnu permitivnost £iste vodeˆ" r � 78:65• [54]
Bjerrumova duljina iznosi 0:72 nm.

1.4.2 ‚elijski modeli polielektrolita

Osnovna premisa ¢elijskih modela je raspodjela polielektrolita u ¢elije jedna-
kog potencijala te odreživanje potencijala te ¢elije iz kojeg onda lako konstruiramo
potencijal cijelog polielektrolita. Preduvjet za odabir ¢elije je da one mežusobno
ne mežudjeluju. To je mogu¢e ako se za plohe ¢elije odabere ploha minimalnog

Slika 1.14: Ilustracija odabira ¢elije u Lifson-Katchalsky modelu

potencijala jer na njoj elektri£no polje i²£ezava te su nabijene £estice na njoj slo-
bodne te se mežudjelovanje ne prenosi s jedne na drugu stranu takve plohe. Zna£i
odabirom plohe koja se podudara s minimumom potencijala moºese polielektro-
lit podjeliti u mežusobno nedjeluju¢e ¢elije. Izazov je ²to ekvipotencijalne plohe
nisu identi£ne za otopine niske i visoke koncentracije. Tako ¢eza polurazriježene
otopine taj volumen imati simetriju poliiona, tj. biti ¢e cil indri£an, kao na slici
1.14, dok ¢e za razriježene otopine ekvipotencijale biti sfere, koje prate simetriju
otopine.

1.4.2.1 Lifson-Katchalsky model

Debye-Hückel teorija je primjenjiva za opis jednostavnih elektrolita na niskim kon-
centracijama. Njeno glavno ograni£enje je primjenjivost za elektrostatske energije
mnogo manje odkT. U slu£aju polielektrolita (posebno u odsustvu dodane soli)
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nalazimo veliku koncentraciju naboja u malom prostoru. U blizini takvih vi²es-
trukih naboja, potencijalna energija protuiona je nekoliko puta ve¢a odkT. Mo-
del [14] koji su 1951. predloºili Lifson i Katchalsky (LK) je rije²enje PB jednadºbe
beskona£nog izoliranog ²tapi¢astog poliiona u prisustvu elektrostatski ekvivalent-
nog broja protuiona, tj. bez dodatka soli, vidi sliku 1.14. Stoga se moºe o£ekivati
da ¢e takav model dobro opisivati polurazriježene otopine. Budu¢i su ²tapi¢i
beskona£no dugi molarna koncentracija poliionac je zadana jedino udaljeno²¢u
izmežu poliiona 2R

c � 1000~�bR 2NA (1.36)

b je udaljenost naboja na poliionu, aNA je Avogadrova konstanta. U LK modelu
efekti krajeva lanca su zanemareni, tj. pretpostavka je da je polimer mnogo dulji
od udaljenost izmežu polimera. Elektri£ni potencijal ima cilindri£nu simetriju te
opada s udaljeno²¢u od polimera i svoj minimum dostiºe na polovini udaljenosti
izmežu polimeraR,

ˆ@ ~@r• r � R � 0 (1.37)

Drugi rubni uvjet se odnosi na naboj na polimeru

ˆ@ ~@r• r � a � � ~"0" r (1.38)

Uz ta dva rubna uvjeta rje²enje PB jednadºbe glasi

 ˆ r • �
kT
e

ln �
2�
B 2

r 2

R2 � a2
sinh2ˆB lnˆAr ••� (1.39)

A i B su konstante integracije ovisne o bezdimenzionalnom parametru naboja
polimera � , te polumjeru polimeraa i udaljenosti izmežu polimeraR.

� �
e2

"0" r bkT
(1.40)

� �
1 � B 2

1 � B coth�B lnˆR~a•�
(1.41)

B ln A � � B ln R � arctanh B (1.42)

U gornjim jednadºbama se nalazi veli£inaR~a koja je odrežena koncentracijom
polimera, tj. iz izraza 1.36 proizlazi

R~a � ˆ1000~�ba 2cNA •1~2 (1.43)
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Eksperimentalno nije mogu¢e mjeriti elektrostatski potencijal polielektrolita stoga
su LK 1954. godine [15] pro²irili teoriju. Iz odreženog potencijala moºe se odrediti
unutarnja energija sustavaU � D~8� RV ˆ© •2dV koja je povezana sa slobodnom
energijom iz koje se moºe dobiti osmotski tlak �� � i � @̂NpFe•~@V.

� �
1 � B 2

2�
�

1
ˆR2~a2• � 1

�
1 � B 2

2�
(1.44)

LK su motivaciju za rad imali u Kernovim [10] mjerenjima osmotskog tlaka po-
liakrilne kiseline koja je napravio i direktno i krioskopski. Prona²ao je da je tlak
mnogo manji nego za nepoliionske elektrolite. Sniºenje osmotskog tlaka protuiona
se pripisuje snaºnom elektrostatskom privla£enju protuiona od strane poliiona. Za
poliione velikog stupnja ionizacije to polje izduºuje makromolekulu tako da je ona
²tapi¢asta te je za nju primjenjiv LK model, ²to je prikazano na slici 1.15. Pri-
mijetimo da je slaganje to bolje ²to je stupanj ionizacije poliakrilne kiseline ve¢i.

Slika 1.15: Provjera predvižanja osmotskog koe�cijenta Katchalskove 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 �
�

� id
(1.45)
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Nakon Kerna osmotski koe�cijent je odreživan i drugim metodamaod strane Na-
gasawe i Kagawe [11] te Alexandrowicza [12]. Razli£ite metodeodreživanja poka-
zale su prili£no konzistentne vrijednosti ²to £inio jednim od najbolje karakteri-
ziranih parametara polielektrolita. Za dovoljno veliki broj polielektrolita nažena
je neovisnost osmotskog koe�cijenta o molekularnoj masi poliiona, tj. duljini po-
liiona. Jo² vi²e iznenažuju¢a je samo blaga ovisnost o koncentraciji. Primarni
utjecaj na osmotski tlak ima gusto¢a naboja poliiona £ijim pove¢anjem osmotski
tlak opada. Spomenimo da osmotski koe�cijent za potpuno ioniziranu poliakrilnu
kiselinu padne na iznos 0:12� 0:15, ²to zna£i da je samo 12-15 % protuiona osmotski
aktivno. Za jako nabijene poliione osmotski tlak je u prvoj aproksimaciji obrnuto
proporcionalan gusto¢i naboja poliiona, a to je uklju£eno i uLK model, vidi iz-
raz 1.44. Sada ¢emo pokazati da i Manningova teorija koja obja²njava rezultate
osmotskog koe�cijenta predviža istu ovisnost.

1.4.4 Manning model kondenzacije

Za razliku od jednostavnih elektrolita za koje postoji teorija za koju se vje-
ruje da je egzaktna (DH grani£ni zakon) za polielektrolite ne postoji takva teorija.
Stoga se za elektrolite sva mjerenja na kona£nim koncentracijama mogu ekstra-
polirati u razriježeni reºim i ona koja odska£u se pripi²u nekomefektu koji nije
uzet u obzir u grani£nom zakonu, kao npr. kratkodoseºno mežudjelovanje iona,
molekularna narav otapala. Teorija kondenzacije je poku²ajda se takav zakon iz-
vede i za polielektrolite jer PB teorija je matemati£ki kompleksna i ispostavilo se
da aproksimacija srednjeg polja ne opisuje prikladno �uktuacije iona ²to je vaºno
za male vi²evalentne ione.

Velika gusto¢a naboja poliiona implicira da ¢e se mnogo protuiona nalaziti u
njegovoj blizini £ak i za razriježene otopine. Manning je 1969. godine [8] izveo
teoriju koligativnih svojstava polielektrolitskih otopina na osnovi 5 pretpostavki.
Uzor teoriji je DH grani£ni zakon za elektrolite, tj. ona je izvedena za otopine male
koncentracije i broj parametara u njoj je sveden na minimum. Nadalje, vrijednost
parametara je zadana pretpostavkama i ne ovisi o empiri£kim rezultatima. Na-
mjena teorije je sli£na namjeri DH teorije za elektrolite a toje da razlikuje efekte
koji dominiraju na niskim od onih koji dominiraju na visokim koncentracijama.

Striktno govore¢i DH teorija je primjenjiva i na polielektrolite ali na one "do-
voljno male koncentracije". Ali proizlazi da su "dovoljno male koncentracije" niºe
od onih koje se mogu eksperimentalno obraživati s dovoljnom precizno²¢u. Za
duge, jako nabijene poliione (polifosfat, poliakrilat, DNA) DH grani£na vrijednost
nije nikada izmjerena niti na najniºim eksperimentalno dostupnim koncentraci-
jama.

Takvo pona²anje nije neo£ekivano ako se uzme da je mežudjelovanje protuiona
s poliionom primarno voženo nabijenim grupama na relativnokratkom segmentu
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poliiona i da je doprinos udaljenih grupa zanemaren zbog zasjenjenja. Zbog toga
je mogu¢e poliion zamisliti kao beskona£no dug, barem ²to se mežudjelovanja s
protuionima ti£e. Dapa£e, lokalno ¢e segment poliiona imatistrukturu odreženu
elektrostatskim odbijanjem svojih nabijenih grupa te je stoga opravdana aprok-
simacija ²tapi¢astog poliiona s cilindri£nom simetrijom. Budu¢i da su protuioni
pridruºeni jednom segmentu zasjenjeni od utjecaja grupa drugih segmenata za ci-
jeli poliion (beskona£no dug) se moºe smatrati da ima konformaciju maksimalne
izduºenosti. Stoga je razumljivo pretpostaviti da ¢e mežudjelovanje poliiona s pro-
tuionima primarno ovisiti o ukupnoj gusto¢i naboja poliiona,dok ¢e diskretnost
nabijenih grupa biti manje vaºna. Stoga je za poliion duljine konture L (udalje-
nost krajeva u konformaciji maksimalne izduºenosti poliiona)koji ima N nabijenih
grupa valencijez, gusto¢a naboja dana izrazom

� � ze~A (1.46)

gdje je

A � L~N (1.47)

Stoga gornja argumentacija vodi do prve od 5 pretpostavki:
1) Realni poliion se zamjenjuje s linijskom beskona£nom gusto¢om naboja �

zadanom izrazima 1.46 i 1.47.
Kada je koncentracija 1:1 soli, npr. natrij klorida ve¢a od ekvivalentne kon-

centracije poliiona mežudjelovanje poliiona se moºe zanemariti u usporedbi s me-
žudjelovanjem poliiona s protuionima iz njegove blizine, ²to ne mora biti to£no i
u otopinama bez dodane soli. Ipak pretpostavlja se da su lokalno dijelovi poliiona
zasjenjeni od ostalih dijelova poliiona ili od drugih poliiona.

2) Mežudjelovanje dva ili vi²e poliiona je zanemareno neovisno o udjelu dodane
soli.

Otapalo ¢e se smatrati kontinuumom s dielektri£nom konstantom"
3) Vrijednost dielektri£ne konstante otopine je aproksimirana vrijedno²¢u £is-

tog otapala.
Preostale dvije pretpostavke su kompliciranije te zahtjevaju detaljniju argu-

mentaciju. Ako b ozna£ava udaljenost izmežu naboja poliiona, elektrostatska
energija protuiona (pretpostavka je da su naboji to£kasti) valencije z za dovoljno
male vrijednosti bBb0 je dana nezasjenjenom Culombovom interakcijom

uip � � zi ê 2� ~"•lnb; bBb0 (1.48)

Doprinos faznom integralu podru£ja polioona, od kojih je protuion i udaljen za
manje od b0, dok su svi ostali protuioni na udaljenosti ve¢oj odb0, te je stoga
njihov doprinos kona£nog iznosaf ˆp0•, je dan s
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Ui ˆb0• � f ˆp0• S
� 0

0
expŒ�

uip ˆb•
kT

‘ 2�bdb

� 2�f ˆp0• S
� 0

0
b1� 2zi zp � db

(1.49)

Integral ¢e divergirati za sve vrijednosti za koje je

� CSzi zpS� 1 (1.50)

Sada ¢emo ograni£iti na²u diskusiju na jednovalentne nabijenemonomere i protu-
ione tako da izraz prelazi u

� C1 (1.51)

Grani£na vrijednost � � 1 se moºe prepoznati kao Bjerrumova duljina iz klasi£ne
teorije jednostavnih otopina elektrolita, tj. kriti£na udaljenost naboja je stoga
jednaka Bjerrumovoj duljini. Fizikalna interpretacija divergencije faznog integrala
za vrijednosti � ve¢e od 1 je da je sistem nestabilan: protuioni ¢e se "kondenzirati"
na poliion da smanje� na vrijednost neznatno manju od 1.

4) Za razriježene otopine dovoljno mnogo protuiona ¢e se "kondenzirati" na
poliion da smanje parametar gusto¢e naboja� na vrijednost 1.

Nekondenzirani protuioni nisu slobodni nego osje¢aju elektrostatski utjecaj
poliiona jer nakon kondenzacije gusto¢a naboja poliiona nije nula; ako je vrijednost
� prije kondenzacije ve¢a od 1 nakon kondenzacije ona ¢e biti 1, a ako je manja
od 1 do kondenzacije ne¢e niti do¢i. Ipak protuioni su pod utjecajem preostalog
nekompenziranog dijela naboja poliiona.

5) Nekondenzirani protuioni se mogu tretirati u DH aproksimaciji.
Analogija zadnje dvije Manningove pretpostavke s Bjerrumovom teorijom jed-

nostavnih elektrolita je zapanjuju¢a. Sva razmimoilaºenjaod DH pona²anja se
pripisuju kondenzaciji proutiona (u teoriji elektrolita se pripisuju ionskim paro-
vima). Bjerrum je koli£inu uparivanja iona izra£unao iz particijske funkcije ionskih
parova; koli£inu kondenzacije Manning je takožer izra£unao iz particijske funkcije
(faznog integrala). Zapravo Bjerrumova duljina je klju£naza obje teorije.

U svom radu Katchalsky [15] je izra£unao osmotski koe�cijento za polielektro-
lite bez dodane soli iz egzaktno rije²ene PB jednadºbe. Njegov rezultat u granici
beskona£no razriježenog polielektrolita iznosi

lim
c� ª

o � 1 �
1
2

� ; � @1 (1.52)
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� ˆ2� • � 1 ; � A1 (1.53)

²to je identi£an rezultat kojeg je i Manning dobio

o � 1 �
1
2

�; � @1 (1.54)

� 1~ˆ2� � 1X � 2•~ˆX � 2•; � A1 (1.55)

gdje jeX omjer koncentracije dodane soli naspram koncentracije intrinsi£nih pro-
tuiona. Na slici 1.16 vidimo da se osmotski koe�cijent jako nabijenih polimera

� �

Slika 1.16: Usporedba ovisnosti osmotskog koe�cijenta o korijenuomjera koncen-
tracija dodanih naspram intrinsi£nih protuiona iz eksperimenta [12] i Manningove
teorije. Preuzeto iz [8].

dobiven Manningovom teorijom dobro slaºe s mjerenjima koja suu to vrijeme bila
dostupna.

1.4.4.1 Dvostanjski Manning-Oosawin model kondenzacije

Manning je poliion modelirao kao linijsku (beskona£no tanku)raspodjelu naboja.
U slu£aju ve¢e gusto¢e od jednog naboja po Bjerrumovoj duljinilinijska gusto¢a
naboja se smanjuje na jedan po Bjerrumovoj duljini, a efekt se naziva kondenzacija
naboja. Za razliku od Manningovog beskona£nog tankog (linijskog) kondenzacij-
skog prostora Oosawa [9] je kondenzaciju smjestio u bliski volumenoko poliiona.
Oko poliiona su modelirana dva koaksijalna cilindra, unutarnji gdje se kondenzi-
raju protuioni, ozna£en na slici 1.17 kao podru£je I radijusar1 i vanjski radijusa
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r2 u kojem se nalaze preostali slobodni protuioni. Strukturna gusto¢a naboja koja

1

y
1

y

II

1r 2r

2

1

I

Slika 1.17: Oosawin dvostanjski model kondenzacije.

se nalazi na osi unutarnjeg cilindra je dana izrazom

� 0 �
e
A

(1.56)

Koncentracija protuiona u podru£ju I neka iznosic1 a u podru£ju II c2 (ukupna
koncentacija je c). f je udio protuiona u podru£ju II (slobodnih protuina) a v
volumni udio podru£ja 1. Tada vrijedi:

c1

c
�

1 � f
v

;
c2

c
�

f
1 � v

(1.57)

Sada ¢emo pretpostaviti da je potencijal radijalno od poliiona stepeni£asta funk-
cija1, sa  1 i  2 vrijednosti potencijala u podru£ju 1 odnosno 2. Valja primijetiti
da smo dio te pretpostavke ve¢ ranije unijeli preko koncentracija za koje smo rekli
da su unutar podru£ja konstantne. Koncentracije podru£ja su mežusobno vezane
Boltzmannovom distribucijom

c1 � c2e� e�  ~kT (1.58)

gdje je �  �  1 �  2. Pomo¢u izraza 1.57 moºemo izraz 1.58 prepisati kao

1 � f
v

�
f

1 � v
e� e�  ~kT (1.59)

a logaritmiranjem dobijemo

ln ‹
1 � f

v
• � ln ‹

f
1 � v

• �
e�  
kT

(1.60)

1U realnosti potencijal monotono opada s udaljeno²¢u od poliiona.
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Potencijal beskona£nog cilindra je logaritamski

 ˆ r • �
�

2�"
lnr (1.61)

gusto¢a naboja polimera je jednaka

� � fe~A � f � 0 (1.62)

te stoga razliku potencijala dva podru£ja moºemo pisati na na£in

�  �  1 �  2 �
fe

2�"A
lnˆr1~2• (1.63)

Za jako razriježene otopine za koje vrijedir1~r2 P 1 kombiniranjem izraza 1.60 i
1.63 dobijemo

lnˆˆ 1 � f •f •
1 � f �

� lnˆr1~r2• (1.64)

gdje smo za parametar gusto¢e naboja uveli pokratu

� �
lB
A

(1.65)

Udio slobodnih protuiona f , koja je jednaka renormalizaciji naboja polimera
prema izrazu 1.62, moºemo odrediti iz izraza 1.64 za jako razriježene polielektro-
lite r1~r2 P 1. Iako izraz 1.64 nema analiti£ko rje²enje, za dvije krajnjevrijednosti
parametra gusto¢e naboja� moºe se lako izra£unati, a ta rje²enja su prikazana na
slici 1.18

ˆ Mala gusto¢a naboja� @1 Za malu gusto¢u naboja vrijedi 1� f � a lnˆˆ 1 �
f •f •~ˆ1 � f � • teºi u beskona£nost samo akof � 1. U tom podru£ju �
strukturna udaljenost izmežu naboja je ve¢a od Bjerrumove duºine A A lB
te stoga nema protuiona u podru£ju I (svi protuioni su slobodni) iefektivna
gusto¢a naboja poliiona je jednaka strukturnoj

� � � 0 �
e
A

ˆA AlB • (1.66)

ˆ Velika gusto¢a naboja� A 1. U tom reºimu izraz 1.64 divergira u�ª za
f � 1~� . Zbog toga se linearna gusto¢a naboja renormalizira

� �
� 0

�
�

e
lB

ˆA @lB • (1.67)
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Slika 1.18: Udio slobodnih protuiona (gornji) i efektivne linearne gusto¢e naboja
(donji) u funkciji parametra gusto¢e nabojalB ~A poliiona u granici beskona£nog
razrježenja.

uslijed kondenzacije £iji je udio dan izrazom.

1 � 1~�; (1.68)

tj. 1~� je udio nekondenziranih iona. MO teorija kaºe da ako je linearna gusto¢a
naboja poliiona ve¢a od jednog naboja na 0:72nm protuioni iz otopine ¢e se nakup-
ljati u blizini poliiona dok mu efektivno ne smanje gusto¢u naboja na jedan naboj
na 0:72 nm. Sada ¢emo predvižanje MO modela ilustrirati na primjeru DNA. Li-
nearna gusto¢a naboja B oblika dsDNA iznosiA � 0:171nm (polovina udaljenosti
izmežu susjednih parova baza), ²to za parametar gusto¢a naboja daje � � 4:2.
Za takve gusto¢e naboja (� A 1) MO teorija predviža efektivnu renormalizaciju
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naboja na jedan naboj polB [8,56], ²to se postiºe kondenzacijom 1� 1~� � 0:76 na-
boja zbog £ega slobodnih, nekondenziranih naboja preostaje samo 0.24. U tablici
1.1 su dani udjeli slobodnih protuiona za ssDNA i za dsDNA s jednovalentnim i
dvovalentnim protuionima. Oosawin model je Manning upotpunio na na£in da je
samo konzistentno odredio volumen kondenziranog podru£ja i argumentirao za²to
se kondenzirani protuioni unutar svog volumena mogu slobodno kretati [17,56]

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

b̂ e� ~nm• � � z � lb~b 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 sluºiti ¢u se Stigterovim radom iz1995. go-
dine [57]. Budu¢i da teorije koje usporežujemo obražuju istu pojavu postavlja se
pitanje koja je "to£nija". Stigter je kao bolju proglasio onuteoriju u kojoj dis-
tribucija protuiona ima manju slobodnu energiju. Opravdanost tako uzete mjere
ovdje ne¢emo istraºivati. Na slici 1.19 (1) usporežena je distribucija protuiona za
PB i MO model za ²tap debljine 5 Å i za koncentraciju dodane soliM � 0:01 M .
Vidljivo je da razlika postoji u blizi poliiona ali ne i za vanjski dio protuionske
atmosfere. Na slici (2) prikazana je razlika slobodnih energijau funkciji koncen-
tracije dodane soli za razli£ite radijuse nabijenog ²tapa. Vidimo da za odreženu
debljinu ²tapa razlika slobodnih energija opada pove¢anjem koncentracije. Isto
tako vidimo da je razlika to manja ²to je radijus ²tapa ve¢i. Na slici (3) su prika-
zani isti podaci samo za dodanu sol u funkciji debljine ²tapa. Vidimo da je razlika
najve¢a za ²tapove najmanjeg radijusa, tj. za beskona£an tanak²tap, koji odgo-
vara Manningovom modelu iz 1969. godine. Za �zikalno realnedebljine ²tapova
vidimo da slobodna energija opada pove¢anjem debljine. Glavni razlog je ²to za
konstantnu gusto¢u naboja tanji ²tapovi imaju ve¢u povr²insku gusto¢u naboja
pa samim time i ve¢u elektrostatsku slobodnu energiju. I slike (2)i (3) pokazuju
da MO model ima ve¢u slobodnu energiju od PB modela. Nema razlogada se
to promjeni niti za koncentraciju dodane soli manje od 1 mM. Zave¢i radijus
²tapa, oko 1 nm razlike slobodne enrgije imaju minimum. Na slici (4) su prikazani
jednaki podaci kao na slici (3) samo za 2:2 elektrolit. Kvantitativno pona²anje
krivulja je isto jedino je polaºaj minimuma pomaknut prema ve¢im vrijednostima
²irine ²tapa.
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Slika 1.19: (1) Koncentracija protuiona u funkciji radijalne udaljenosti beskona£no
dugog ²tapa radijusa 5 Å i linearnog naboja koji odgovara B-formi DNA ˆ� � 4:2•
u 10 mM 1:1 elektrolitu. Puna crta predstavlja PB, a isprekidana MO model.
Razlika slobodnih energija izmežu MO i PB modela za (2) razli£ite radijuse na-
bijnog ²tapa u funkciji koncentracije 1:1 elektrolita, za (3) razli£ite 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 kaoodgovor na
komplicirani matemati£ki aparat kori²ten u LK modelu. Druga £injenica koja je
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pomogla da Manningova teorija zaºivi pored ve¢ na²iroko kori²tene PB teorije je
£injenica da se spoznalo da aproksimacija srednjeg polja koja se koristi u PB nije
prikladna za opis �uktuacija iona. I PB i MO teorije se temelje na istim �zikalnim
pretpostavkama: kontinuirani dielektrik i to£kasti naboji u cijelom sustavu. ƒini
se da stepenasta raspodjela protuiona MO teorije unosi umjetno ograni£enje na
Boltzmannovu raspodjelu te da to vodi na ve¢e slobodne enrgije, tj. PB teorija
jedinstveno odrežuje raspodjelu protuiona dok se £ini kako MO teorija ne moºe
svugdje zadovoljiti i Poissonov i Boltzmannov zakon. Dva parametra MO teorije
su efektivni naboj (1 naboj po Bjerrumovoj duljini) i vanjski radijus kondenzira-
nog podru£ja. U mnogim primjenama efektivni naboj i vanjski radijus se uop¢e
ne koriste. Postavlja se pitanje za²to se onda MO teorija tako £estoslaºe s eks-
perimentalnim podacima. Dvije zna£ajke elektri£nog dvosloja mogu to objasniti.
Prvo, vanjski dio ionskog sloja jeuvelike odrežen dodanom soli, tj. Debye-
vom duljinom zasjenjenja � � 1. Kao ²to je prikazano na slici (1) rep raspodjele
protuiona se jako dobro slaºe s onim dobivenim PB teorijom. Stoga za svojstva
koja ovise uglavnom o udaljenim dijelovima distribucije protuiona o£ekuju se jed-
naka predvižanja obje teorije, kao npr. distribucija soli Donnanove ravnoteºe.
Drugo, neka svojstva vi²e ovise o sveobuhvatnoj elektroneutralnosti nego o poseb-
noj strukturi raspodjele protuiona, kao npr. vezanje liganada 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 predvižen za ²tapi¢aste molekule u niskoj kon-
centraciji [32,58�60]. Zna£enja Manningovog rezultata je²to on potpuno teorijski
opisuje ekvivalentnu vodljivost � polielektrolita proizvol jne valencije protuiona.
Izraz koji se koristi za ekvivalentnu vodljivost otopine polielektrolita bez dodane
soli glasi

� � f ˆ � i � � p• (1.69)

gdje je � i ekvivalenta vodljivost protuiona u £istom otapalu (bez prisustva poli-
iona) a � p je ekvivalentna vodljivost poliiona u otopini. Iz elektrokemijskog kuta
gledanja lako se primijeti da iz izraza 1.69 slijedi pretpostavka da je 1� f udio
protuiona vezano na poliion dok je samof protuiona slobodno (nije pod utjeca-
jem poliiona). Ipak polielektrolitske teorije upu¢uju da jetakav pogled pogre²an,
jer iako je dio protuiona vezan za poliion, preostali dio protuiona osje¢a nekom-
penzirani naboj na poliion te stoga ne moºe biti "slobodan". Izraz 1.69 se moºe
fenomenolo²ki izvesti, ali tada se a priori koristi pretpostavkavezanja protuiona
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na poliion, i tada se dobije

f � Dc~D 0
c (1.70)

gdje je Dc difuzijska konstanta protuiona u polielektrolitu, a D 0
c je odgovaraju¢a

vrijednost u £istom otapalu. Izraz 1.69 se moºe dobiti iz molekularne teorije,
koja potvržuje to£nost vrijednosti izraza 1.70, ali daje njegov opis iz molekulskih
svojstava. Teorija pokazuje da je mežudjelovanje poliiona i protuiona u potpunosti
odreženo DH atmosferom za uvjet� @SzcS� 1 dok se u granici� A SzcS� 1 protuioni
kondenziraju sve dok ne bude� � SzcS� 1, dok se preostali protuioni nalaze u DH
atmosferi. Tada vrijedi

f � 0:866SzcS� 1� � 1 ; � ASzcS� 1 (1.71)

Slijedom iznesenog teorijski opis desne strane izraza 1.69 je sveden na potragu za
teorijskim opisom� p.

Ekvivalentna vodljivost poliiona se moºe izraziti kao omjer ukupnog naboja
poliiona Qp � zefN i ukupnog elektroforetskog koe�cijentaf Etot .

� p � F � p � F
Qp

f Etot
; (1.72)

gdje jeF Faradayev broj. Poliion u razriježenoj otopini je okruºen sasuprotno na-
bijenim protuionima £ija prostorna distribucija je izobli£ena i postaje asimetri£na
u prisustvu vanjskog polja. Zbog toga se u ra£unu elektroforetskog koe�cijenta
mora ura£unati i efekt asimetri£nog polja. Prema Manningovomizvodu ekviva-
lentna vodljivost korigirana za efekt asimetri£nog polja glasi

� p � ‹ FQp
Dc

D0
• � f E �

Qp

� 0
c

‹ 1 �
Dc

D0
•	

� 1

; (1.73)

gdje je� 0
c mobilnost protuiona u vodi (bez prisustva poliiona). Da bi mogli izra£u-

nati f E trebamo koristiti neki od modela poliiona. Mi ¢emo se koristitiKirkwood-
ovim modelom [61, 62] u kojem se poliion sastoji odNB jednostavnih, sfernih,
strukturnih, jedinica radijusa RB i hidrodinami£ko mežudjelovanje je uzeto u ob-
zir. Elektroforetski koe�cijent se moºe pisati na na£in

f E �
NB � B

1 � ˆ � B ~6��N B • P NB
i P NB

j xi ar � 1
ij f

(1.74)

gdje je� B � 6��R B koe�cijent trenja, u kojem je � viskoznost vode a,r ij udaljenost
strukturnih jedinica u navedenoj konformaciji. U Manningovoj slici, strukturne
jedinice su nabijeni monomeri (s ura£unatim efektom kondenzacije). Hidrodina-
mi£ko mežudjelovanje monomera je modelirano elektrostatskim mežudjelovanjem
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monomera s protuionskom atmosferom, koja pod utjecajem vanjskog polja, vu£e
otapalo u suprotnom smjeru od smjera gibanja poliiona. U ovoj slici hidrodina-
mi£ka interakcija izmežu jedinica koje su udaljenije od Debyeve duljine � � 1 su
zasjenjene i lanac je na duljinama usporedivim s� � 1 rastegnut. S pretpostavkom
eksponencijalnog rezae� r ij � dvostruka suma u nazivniku se moºe jednostavno iz-
vrjedniti

f E �
NB � B

1 � ˆ � B ~3��B •SlnˆB� •S
�

3��N B B
Slnˆ �B •S

(1.75)

Kona£ni izraz za elektri£nu vodljivost otopina bez dodane soli u prisustvu kon-
denzacije protuiona, unutar Manningovog modela glasi

� � fc
Dc

D0

¢̈
¨
¦
¨̈
¤

� i � ‹ FzefN
Dc

D0
• �

zefN
� 0

‹ 1 �
Dc

D0
‘ �

3��N B B
Slnˆ �B •S

	
� 1£̈

¨
§
¨̈
¥

(1.76)

Htjeli bi sve varijable u izrazu 1.76 izraziti preko konstanti. Jedine dvije koje
nisu izraºene preko konstanti su veli£ina strukturne jediniceB i njihov broj NB .
Njihova ovisnost o ostalim veli£inama je slijede¢a [63]

NB B Œ Nbˆlb~b•2~7f 4~7 (1.77)

NB Œ N ˆlb~b•5~7f 10~7 (1.78)

Mežutim iako Bordi i suradnici navode da su prilikom izvoda vodljivosti koris-
tili Manningov izvod vaºno je primjetiti da se njihova elektroforetska mobilnost
poliiona razlikuje od Manningove. Naime Manningova elektroforetska mobilnost
poliiona ne ovisi niti o molekularnoj masiN niti o Manningovom udjelu slobodnih
protuiona f . Ovisnosti o ta dva parametra, koja se moºe vidjeti u izrazu 1.76je
u²la preko izraza 1.72. Naime, u njemu srednji izraz u jednakosti, ako se uzme
Manningov izraz, ne ovisi o ta dva parametra, dok lijevi izraz, kojeg su uveli Bordi
i suradnici ovisi o ta dva parametra. Osim toga budu¢i da je jednak udio poliiona
neutraliziran protuionima kao i udio protuiona neutraliziranih s poliionom, ²to je u
biti zahtjev elektroneutralnosti, o£ekivali bi da ekvivalentne vodljivosti protuiona
� i i poliiona � p imaju identi£nu ovisnost o istoj. Mežutim u izrazu 1.76 vidimo
da je ekvivalenta vodljivost protuiona neovisna of , dok ekvivalenta vodljivost
poliiona na kompliciran na£in ovisi of , ali i o koncentraciji, kroz � � 1.

Budu¢i da je struktura razriježenih otopina bitno razli£ita od strukture polu-
razriježenih, model vodljivosti razriježenih otopina nijeprimjenjiv na polurazrije-
žene otopine.
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1.5.1.1 Skaliraju¢i model za polurazriježene otopine

Nedavno je Manningov model pro²iren, za �eksibilne polielektrolite u odsustvu
dodane soli, na sisteme s kona£nim koncentracijama (razriježenim i polurazriježe-
nim) u okviru skaliraju¢e slike konformacije polielektrolita u otopinama [64�67].
Skaliraju¢i koncept, koji se uspje²no koristio za nenabijene polimere, je uzet za
opis konformacije polielektrolita u raznim koncentracijskim podru£jima od strane
de Gennesa [29] i Odijka [68] te nedavno od Rubinsteina i suradnika [64�67]. U
toj slici poliion se modelira lancem "elektrostatskih volumena" sa statistikom lanca
unutar volumena odreženom s termodinami£kom interakcijomizmežu nenabijenog
polimera i otapala. Broj monomera i broj kondenziranih protuiona unutar volu-
mena je odrežen s ravnoteºom izmežu polimer-otapalo i elektrostatske interakcije
unutar volumena [64�67]. Na jako niskim koncentracijama, u razriježenom reºimu
bez dodane soli,� � 1 je mnogo ve¢i od udaljenosti izmežu poliiona i naboji mežu-
djeluju ne zasjenjenom Coulombovom interakcijom. Polimer je predstavljen jako
izduºenom konformacijom odN ~ge elektrostatskih volumena veli£ine� e. Svaki
volumen sadrºi ge monomera i efektivan naboj iznosazefge.

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

f E �
3��N� e

ge lnˆN ~ge•
(1.79)

²to je isti rezultat dobiven od strane Manninga (izraz 1.75) samo²to je ovdje
strukturna jedinca elektrostatski volumen a ne pojedini monomer. Stoga je i puni
izraz za vodljivost razriježenih otopina isti (usporedi s izrazom 1.76).
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(1.80)

Sada ¢emo izvesti izraz za vodljivost polurazriježenih otopina u skaliraju¢oj slici.
Poliion u polurazriježenoj otopini modeliramo nasumi£nim hodom N ~g korelacij-
skih volumena veli£ine� od kojih svaki sadrºi g monomera. Svaki korelacijski
volumen duljine kontureL � N� ~g sadrºi zefg jedini£nih naboja dok cijeli poliion
sadrºi Qp � zefN naboja. Zbog jakih elektrostatskih interakcija unutar kore-
lacijskog volumena, poliion je lanac izduºenih elektrostatskih volumena unutar
korelacijskog volumena (zar @� ). Za r A � elektrostatska i hidrodinami£ka inte-
rakcija je zasjenjena te je poliion nasumi£ni hod korelacijskih volumena veli£ine
� . Strukturna jedinica koja se treba koristiti za ra£unanje koe�cijenta trenja je
korelacijski volumen. Uzimanjem u obzir i asimetri£nost polja koe�cijent trenja
nasumi£nog hodaN ~g statisti£kih jedinica duljine � je dan s
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f E �
N� � ~g

1 � 8
3

»
N ~gˆ� � ~

º
6� 3�� •

(1.81)

gdje se koe�cijent trenja pojedinog korelacijskog volumena� � jednostavno izra£una
po analogiji s izrazom 1.79

� � �
3���

lnˆg~ge•
(1.82)

budu¢i da je poliion unutar korelacijskog volumena izduºenakon�guracija g~ge

elektrostatskih volumena veli£ine� e � � ~ˆg~ge• ekvivalentna vodljivost se moºe
dobiti kombinacijom izraza 1.72 i 1.81

� p � ‹ FzefN
Dc

D0
•

<@@@@>

zefN
� 0

‹ 1 �
Dc

D0
• �

N� � ~g

1 � 8
3

»
N ~gˆ� � ~

º
6� 3�� •

=AAAA?

� 1

(1.83)

Stoga u slu£aju dobrog otapala potpuni izraz za elektri£nu vodljivost polurazrije-
ženih polielektrolita glasi
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(1.84)
Kao i za razriježene otopine tako bi i varijable vodljivosti polurazriježenih otopina
htjeli izraziti preko konstanti [63]

� Œ Nbˆlbb•2~7f 4~7

N ~g Œ Nb3~2c1~2ˆ lb~b•3~7f 6~7

g~ge Œ b� 3~2c� 2~7f 4~7 (1.85)

Sli£no kao i kod vodljivosti razriježenih otopina i za vodljivost polurazriježenih
otopina, izraz 1.84, moramo primjetiti razli£itu ovisnost ekvivalentne vodljivosti
protuiona i ekvivalentne vodljivosti poliiona o udjelu slobodnih protuiona f .

1.5.2 Eksperimentalno odrežene vodljivosti

1960.-e godine R. B. Inman i D. O. Jordan [69] su odredili ekvivalentnu vodlji-
vosti otopine DNA te pripadnu vodljivost DNA poliiona. Ekvivalentna vodljivost
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Slika 1.20: Ovisnost ekvivalentne vodljivosti vodene otopineNaDNA o koncentra-
ciji DNA. Preuzeto iz [69].

se ra£una po izrazu

� �
Q � Q0

c
(1.86)

gdje suQ i Q0 speci�£ne vodljivost otopine i otapala. Pou£eni teorijskim predvi-
žanjima iz pro²log poglavlja 1.76, 1.84 o£ekivali bi da ekvivalentna vodljivost ne
ovisi o koncentraciji. Mežutim, na slici 1.20 vidimo porast ekvivialentne vodlji-
vosti sa sniºavanjem koncentracije DNA koji je najstrmiji u rasponu koncentracija
0.2-0.3 mM. Budu¢i se znalo da se denaturacija DNA dogaža smanjenjem ionske
jakosti otopine i sniºavanjem koncentracije DNA, a budu¢i da je uistom rasponu
koncentracija UV spektrofotometrijom utvrženo da se DNA denaturira, Inman je
zaklju£io da se to moºda o£ituje i u vodljivosti. To nisu bili jedini rezultati koji
su upu¢ivali na ovisnost ekvivalentne vodljivosti o koncentraciji poliiona [70,71].

Na slici 1.21 vidimo opadanje ekvivalentne vodljivosti za 1@c @10 mM te
potom rast sve do krajnjih eksperimentalno mjerenih koncentracija od 60 mM .
Primijetimo da neovisno o vrsti protuiona sve krivulje imaju sli£an oblik samo
se razlikuju u apsolutnom iznosu. C. Wandrey [13] sa suradnicima senadovezala
na ova mjerenja na na£in da je ona mjerila vodljivost na niºim koncentracijama.
Njezina mjerenja nisu istraºivala ovisnost vodljivosti o vrsti protuiona ve¢ o mo-
lekularnoj masi poliiona. Koncentracije otopina koje je istraºivala se nalaze na
granici polurazriježeno-razriježeno i proteºu se u razriježene otopine. Izmjerena
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c(mM) c (mM)

Slika 1.21: Lijevo. Ovisnost ekvivalentne vodljivosti � ˆcm2equiv� 1ohm� 1• o kon-
centraciji poliiona za otopina PSS-a s litijevim (Q), natrijevim ( # ), kalijevim ( 2 )
i cezijevim (Ë ) protuionima izmjerena na 25°. Desno. Ovisnost ekvivalentne vod-
ljivosti � o koncentraciji poliiona za otopina PSS-a s litijevim (l ) i natrijevim ( # )
protuionima izmjerena na 25°. Preuzeto iz [70,71].

ekvivalentna vodljivost u £istoj vodenoj otopini ovisi o molekularnoj masi poliiona
dok je rad Manninga [59] predvižao neovisnost, ali za otopine sdodanom soli.
Sa slike 1.22 vidimo da su prisutna tri podru£ja razli£ite ovisnosti ekvivalentne
vodljivosti o koncentraciji. U polurazriježenom podru£ju,iznad c‡, ekvivalentna
vodljivost slabo ovisi o koncentraciji polimera. U razriježenom podru£ju ekvi-
valentna vodljivost jako ovisi o koncentraciji sve dok je dodane soli puno manje
od intrinsi£ne koncentracije naboja poliionac Q cs. Kada je dodane soli podjed-
nako kao i intrinsi£nih naboja 1@c~cs @3 linearni porast � s koncentracijom
prestaje. Ta otkri¢a su zna£ajna jer teorijski pristupi nisu predvižali niti ovis-
nost ekvivalentne vodljivosti o stupnju polimerizacije, ²to nije prikazano na ovom
shematskom prikazu, a niti o koncentraciji poliiona. Autorica je stoga napra-
vila istraºivanje i s drugom vrstom poliiona, vinilbenziltrialkilamonij [18]. Sli£nu
ovisnost je primjetila i za njega stoga bi se moglo zaklju£iti da je to generalno svoj-
stvo razriježenih poliiona. Autorica je svoj nalaz poku²ala objasniti na slijede¢i
na£in [18]:"Na velikim razrježenjima lokalna koncentracija oko poliiona nadma²i
primijenjenu eksperimentalnu koncentraciju za pribliºno 3-6 redova veli£ina. To
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Slika 1.22: Generalna ovisnost ekvivalentne vodljivosti o koncentraciji polielektro-
lita za polimere udaljenosti naboja manje od Bjerrumove duljine (b@lb). Ekspe-
rimentalni uvjeti: 5 � 10� 7M @c @10� 2M ; 10� 6M @cs @10� 4M . Preuzeto iz [13].

rezultira velikim difuzijskim potencijalom vezanih protuiona." To se slaºe s Man-
ningovim viženjem [56] a posljedica toga viženja bi bila da se srazrježenjem dio
vezanih protuiona udalji od poliiona. To se moºe protuma£itina na£in da dio kon-
denziranih protuiona prestaje biti kondenziran, tj. postajeslobodniji. Mežutim,
osim pitanja za²to ekvivalentna vodljivost ovisi o koncentraciji pitanje koje je
nama zanimljivije i na koje ¢emo u ovom radu probati dati odgovor 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 zna£ilo da Inmanova interpretacija
uzroka takve krivulje u denaturaciji DNA nije to£na. Prvi korak u tom smjeru su
mjerenja napravljena 2011. godine na Institutu za �ziku [19]koja 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 daljnjih istraºivanja
koja ¢e biti iznesena u poglavlju 3 ovog rada.
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1.6 Istraºivanje protuionske atmosfere dielektri£-

nom spektroskopijom

Istraºivanjem vodljivosti se istraºuje sastav ionske atmosfere a dielektri£nom
spektroskopijom se istraºuje proteºnost ionske atmosfere. Prou£avanje DNA di-
elektri£nom spektroskopijom zapo£inje 1970.-tih godina. ƒetvero kontaktnom me-
todom je nažena relaksacija na 10 Hz koja je interpretirana kaoposljedica rotacije
cijele molekule DNA [72]. Nakon toga dvokontaktnom metodom navi²im frekven-
cijama, od nekoliko kHz do 100 MHz, su detektirane dvije relaksacije [73]. Ve¢ od
prije je bila poznata relaksacija vode na frekvenciji iznad 1GHz. Stoga je 1984.
napravljen rad u kojem se gleda utjecaj DNA na tu relaksaciju [74] i zaklju£eno
je da je njen utjecaj unutar 1%. Primijetimo, to su bila prva mjerenja koja nisu
bila napravljena na ²irokom spektru koncentracija DNA. Sintetske polielektrolite
kao npr., natrij polistiren sulfonat (Na-PSS) je bilo mogu¢e proizvesti u ve¢im ko-
li£inama te su stoga 1990. godine napravljena obuhvatnija mjerenja na Na-PSS-u
koja su omogu¢ila prou£avanje relaksacijskih parametara u funkciji koncentracije
poliiona [25]. Tipi£an spektar koji je dobiven je prikazana na slici 1.24. Spektri su
prilagoženi na izraze oblika Havrilka-Negami s ciljem kvanti�ciranja parametara
relaksacije.

" �
� "L

� 1 � ˆ i!� L • � L � � L
�

� "
� 1 � ˆ i!� • � � �

(1.87)

Indikativno je da, iako su opazili dvije relaksacije, odlu£ili su analizirati samo onu
na vi²oj frekvenciji. Primijetimo da pojedinu relaksaciju opisuju s 4 parametra.
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10-3 10-2 10-1 100 101

s
/c

(  
S

cm
-1
/m

M
)

0

100

200

25oC (b)

Slika 1.23: Vodljivost normirana koncentracijom DNA u funkciji koncentracije
DNA za 146 bp dugu DNA. Preuzeto iz [19].
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Slika 1.24: Realni"œi imaginarni "œœdio kompleksne dielektri£ne funkcije otopine
NaPSS-a koncentracije 0.4 g/L. Preuzeto iz [25]

Na slici 1.25 je prikazana ovisnost jednog od ta tri parametra, karakteristi£nog
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vremena relaksacije o koncentraciji monomera za poliione razli£itog stupnja poli-
merizacije.

Slika 1.25: Ovisnost karakteristi£nog vremena relaksacije� o monomernoj kon-
centraciji NaPSS-a u dvostrukom logaritamskom prikazu za poliione razli£itog
stupnja polimerizacije. Pune linije imaju nagibe� 1 i � 2~3. Preuzeto iz [25].

Kako protuma£iti dobivene rezultate? Za²to karakteristi£novrijeme opada s
koncentracijom polimera? Kako protuma£iti razli£ite nagibe te £injenicu da kon-
centracija na kojoj dolazi do promjene nagiba ovisi o stupnju polimerizacije poli-
mera? Probajmo po redu odgovoriti na zadana pitanja. Karakteristi£no vrijeme je
mjera koliko dugo su protuioni sudjelovali u relaksaciji. Prirodno je pretpostaviti
da ²to je ono kra¢e da su protuioni prevalili kra¢i put u relaksaciji. Da bi protu-
ioni sudjelovali u relaksaciji oni se moraju nalaziti u nehomogenom elektri£nosm
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potencijalu poliiona. To je nazna£eno na slici 1.26, a protezanje potencijala je
to manje ²to su poliioni mežusobno bliºe uslijed pove¢anja njihove koncentracije.
Kako bismo odgovorili na pitanje za²to su nagibi� vs. c razli£iti pogledajmo ovis-

Slika 1.26: Udaljenost poliiona u razriježenoj i polurazriježenoj otopini s prosje£-
nom udaljeno²¢u danom korelacijskom duljinom� . (a) Za pro�l elektrostatskog
potencijala  se smatra da se u oba slu£aja pona²a periodi£no s periodom� . (b)
‚elijski model poliiona sa sfernom ¢elijom u razriježenim i cilindri£nom u polu-
razriježenim otopinama. Preuzeto iz [25].

nost udaljenosti poliiona o njihovoj koncentraciji, u razriježenoj i polurazriježenoj
otopini. U ¢elijskom modelu, ¢elija opisana svakom poliionu izrazriježene otopine
je sfera a polurazriježene valjak.

Udaljenost od poliiona do ruba njegove ¢elije� je u razriježenoj otopini � Œ
c� 1~3 a u polurazriježenoj � Œ c� 1~2 [29]. Protuioni se kre¢u difuzno te je veza
njihovog karakteristi£nog vremena i karakteristi£nog putaL Œ

º
D� , D difuzijska

konstanta protuiona [24]. To na kraju daje� � � 2 � c� 2~3 za razriježenu i � � � 2 �
c� 1 za polurazriježenu otopinu. Ovaj izvod je pregledno prikazan u tablici 1.2.
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Tablica 1.2: Ocjene ovisnosti karakteristi£nog vremena relaksacije o koncentraciji
polielektrolita.

razriježene otopine polurazriježene otopine
V � � 3 V � � 2

� ŒV � 1 Œc� 1~3 � ŒV � 1 Œc� 1~2

� � � 2 � c� 2~3 � � � 2 � c� 1

Stoga promjenu nagiba s� 1 na � 2~3 na slici moºemo interpretirati kao pro-
mjenu razriježene otopine u polurazriježenu a koncentraciju na kojoj se ta pro-
mjena dogaža grani£nom.

Jo² preostaje odgovoriti na posljednje pitanje za²to grani£nakoncentracija ovisi
o stupnju polimerizacijeN . Trebamo se prisjetiti formule 1.29 i ovisnosti grani£ne
koncentracije o stupnju polimerizacijec‡ � N � 2 ²to je prikazani rad i potvrdio.

1.6.1 Istraºivanje atmosfere DNA dielektri£no spektrosko-

pijom

Kao ²to smo ve¢ naveli istraºivanja otopina DNA dielektri£nom sprektroskopi-
jom zapo£inju 1970.-tih godina i traju sve do danas [53,72�81]. Uzrok tako dugo
nedovr²enim istraºivanjima su neslaganja autora oko interpretacije izmjerenih re-
zultata. Naime, ne slaºu se svi autori s Itovim viženjem mehanizma relaksacije
protuiona. Osim Itovog viženja �uktuacije protuiona okomito na smjer poliiona,
javljaju se i interpretacije �uktuacije paralelno sa smjerom poliiona. Nadalje,
autori se razilaze i po pogledu vrste protuiona koji sudjeluju urelaksaciji. Stoga
sam za odabrane radove pregledno u tablici 1.3 ozna£io interpretaciju koju autori
sugeriraju.

Tablica 1.3: Predloºeni 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 mi²ljenje da je relaksacija protuiona paralelna
smjeru poliiona, dok su o vrsti protuiona podjeljena mi²ljenja.U poglavlju 3 mi
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¢emo iznijeti na²e rezultate koji upu¢uju da je smjer relaksacije protuiona supro-
tan prevladavaju¢em mi²ljenju. Polielektroliti se na Institutu za �ziku prou£avaju
od 2003. godine. To je rezultiralo prvom publikacijom 2006.godine [26] u kojoj
se izvje²tava o koncentracijskoj ovisnosti karakteristi£nih skala polurazriježenih
otopina genomske DNA bez i s dodanom soli. U frekventnom rasponu od 100Hz-
� 100MHz opaºene su dvije relaksacije; niskofrekventna (LF) u rasponu 0:5 kHz-
� 70 kHz i visokofrekventna (HF)u rasponu 0:1 MHz � 15 MHz . Sljede¢e godine
publiciran je i opseºniji rad [27]. Saºetak glavnog rezultata tog rada se nalazi na

Slika 1.27: Karakteristi£na skala HF relaksacije £istih vodenihotopina (otvoreni
kvadrati) i s dodatkom natrij klorida ionske jakosti I s � 1 mM (puni kvadrati).
Pune linije su prilagodbe na zakon pontencijeLHF Œ c� 0:33

DNA i c� 0:5
DNA za koncen-

tracije manje i ve¢e odcco � 0:6 mg~mL. Karakteristi£na skala LF relaksacije
£istih vodenih otopina (otvoreni trokuti) i s dodatkom natrij klorida ionske ja-
kosti I s � 1 mM (puni trokuti). Pune linije su prilagodbe na zakon potencije
LLF Œc� 0:29� 0:04

DNA . Preuzeto iz [27].

slici 1.27. Promjena ovisnostiLHF u £istim vodenim otopinama s potencije� 0:5
na visokim koncentracijama na� 0:33 na niskim koncentracijama je interpretirana
na slijede¢i na£in. LHF na visokim koncentracijama mjeri korelacijsku duljinu.
Sniºavanjem koncentracije dvostruka uzvojnica DNA postaje nestabilnija te hi-
drofobna nutrina DNA postane djelomi£no dostupna za otapalo, te to uzrokuje
promjenu ovisnosti. Rezultati dobiveni na slanim otopina takožer ne pokazuju
monotonu ovisnost o koncentraciji. Na visokim koncentracijamaDNA, na kojima
je vi²e intrinsi£nih protuiona s DNA nego iona dodanih soli, karakteristi£na skala
se poklapa s onom u £istim vodenim otopinama. Mežutim sniºavanjem koncentra-
cije DNA prevladaju ioni dodane soli te tada duljina koja se mjeri postaje Debyeva
� � 1 duljina zasjenjenja. Debyeva duljina zasjenjenja je najkra¢a duljina za koju
ion otopinu osje¢a neutralnom a ra£una se po slijede¢em izrazu

� 2 �
2e2

"0" r kT
I S (1.88)
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gdje je ionska jakost otopine dana izrazom

I S � 1~m3� � 1~2Q z2
i ci � 1~m3� (1.89)

gdje je ci koncentracija azi valencija protuiona. Sad jo² preostaje za komentirati
karakteristi£nu skalu niskofrekventne relaksacije. U cijelommjerenom podru£ju
koncentracija ona ima monotono pona²anje koje unutar pogre²ke mjerenja ovisi s
� 0:25 potencijom koncentracije. U poglavlju 1.3.1 smo pokazalida udaljenost kra-
jeva Gaussova lanca ovisi o umno²ku korijena broja karika i duljini karike lanca. U
polurazriježenim otopinama karika lanca je dana korelacijskim volumenom radi-
jusa � unutar kojeg se nalazic� 3 monomera poliiona ako pretpostavimo potpunu
ispunjenost prostora korelacijskim volumenima. Iz toga moºemoizra£unati da
takav lanac imaN ~ˆc� 3• karika duljine � £ija udaljenost krajeva je jednaka

R � ‹
N
c� 3

•
1~2

� � � ‹
N
c�

•
1~2

Œ‰Nc� 1~2Ž
1~2

Œc� 1~4 (1.90)

Stoga postoji podloga za tvrdnju da niskofrekventna relaksacija mjeri udaljenost
krajeva poliiona polurazriježe otopine.

Slane otopine nemaju monotono pona²anje. Na koncentracijamana kojima
ima vi²e intrinsi£nih protuiona karakteristi£na duljina je jednakog iznosa kao i
za vodene otopine. Mežutim smanjenjem koncentracije DNA prevlada utjecaj
dodane soli na koncentraciji od oko 0:6 mg~mL te se skala koja se mjeri zaravna
na iznos od 50nm ²to je upravo strukturna duljina ustrajnosti DNA, o £emu smo
pisali u poglavlju 1.3.3.

Nakon tih rezultata na polurazriježenim otopinama genomske DNA stupnja
polimerizacije 2kbp� 20 kbpsljede¢e godine su objavljeni rezultati za razriježenu
otopinu 146bpDNA [28]. U £istim vodenih otopinamaLHF Œc� 0:33. Budu¢i da su
to razriježene otopine udaljenost izmežu poliiona u njima ima upravo takvu ovis-
nost o koncentraciji. Otopine s dodanom soli unutar pogre²ke pokazuju isto pona-
²anje iako se moºe spekulirati da na koncentracijama niºima odcDNA @0:3 mg~mL
po£inju pokazivati razli£ito pona²anje i postaju neovisni o koncentraciji DNA s
iznosom koji odgovara Debyevoj duljini zasjenjenja za 1 mM NaCl.

1.7 Ostale metode istraºivanje protuionske at-

mosfere

Manning i Oosawa dali su [8, 9, 82, 83] MO koncept ionske atmosferekoji je
dobra osnova za razmatranje raspodjele iona. Ipak teorija kondenzacije koristi
pojednostavljenja u modeliranju poliiona i protuionske atmosfere [84]. PB teorija
opisuje elektrostatski potencijal oko poliiona i kako se taj potencijal mijenja uslijed
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Slika 1.28: Glavni panel: Karakteristi£na skala HF relaksacije£istih vodenih oto-
pina (otvoreni kvadrati) i s dodatkom natrij klorida ionske jakosti I s � 1 mM (puni
kvadrati). Puna linija je prilagodba na zakon potencijeLHF Œ c� 0:33

DNA . Umetak:
LHF otopine koncentracijecDNA � 0:5 mg~mL u funkciji ionske jakosti dodanog
natrij klorida I s. Puna crta ozna£ava Debyevu duljinu zasjenjenja za istraºivanu
koli£inu dodane soli. Preuzeto iz [28].

prisustva iona razli£itih vrsta i koncentracija i time daje vi²edetalja. Aproksima-
cija srednjeg polja i kori²tenje kontinuiranog modela za otapalo £ine PB teoriju
konceptualno jednostavnom i ra£unalno slijedivom. Postojanje numeri£kih mo-
dela za rje²avanje nelinearne PB jednadºbe za kompleksne biolo²ke sisteme su
dovele do jo² ve¢e uporabe PB teorije. Ipak PB teorija ima svoja ograni£enja.
Ioni su tretirani kao to£kasti naboji bez volumena. Stoga, svojstva bazirana na
nedostupnom volumenu, volumenu u koji ne mogu ioni prodrijeti jer taj volumen
zauzimaju drugi, su nedostupna PB teorijom. Nadalje PB daje Boltzmannovu ras-
podjelu iona za svaku udaljenost. Ova usrednjena gusto¢a iona neuzima u obzir
o£ekivane korelacije uslijed utjecaja pozicije pojedinog iona na ostale u atmosferi.
Iako su poznata upravo nabrojana ograni£enja teorijskih radova jo² nisu dostupni
eksperimentalni rezultati za usporedbu. Ve¢ina fundamentalnih eksperimentalnih
podataka ne omogu¢ava kompletni termodinami£ki opis atmosfere. Postoji neko-
liko eksperimentalnih radova koji ocjenjuju sastav atmosfere,mežutim svaki od
njih ima zna£ajna ograni£enja. ’irenje linija23Na� NMR je posljedica mežudjelo-
vanja Na� iona s DNA [85], ali ne postoji direktna poveznica izmežu ²irenja linija
i termodinami£kog vezanjaNa� u atmosferi koje je potrebno za testirati postoje¢e
modele. Anomalno raspr²enje X-zraka [86�92] omogu¢ava informaciju o raspodjeli
iona u neposrednoj blizini DNA, ali je ograni£ena kvanti�ciranjem vezanih iona
i skupo¢om mjerenja. Vezanje iona na DNA se moºe izu£avati uravnoteºenjem
koncentracije istraºivane otopine prema puferu u kojem se koncentracija puferske
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i istraºivane otopine odrežuje atomskom emisijskom spektroskopijom [50]. Ova
metoda omogu¢ava termodinami£ku mjeru vezanja iona, ali ima zna£ajno raspr-
²enje rezultata prilikom mjerenja atomske emisije.

Dvovalentni protuioni se natje£u s jednovalentnim u zasjenjenju DNA [93].
Promjene vezanja23Na u prisustvu drugih iona se mogu istraºivati NMR-om.
NMR mjerenjem primje¢en je razli£it utjecaj Mn2� na vezanje natrija u odnosu
na druge dvovalentne ione (Ni2� , Mg2� i Co2� ). To upu¢uje da Mn2� za razliku
od Mg2� , Co2� i Ni 2� druga£ije mijenja poliionsku povr²inu te samim time i pro-
tuionsku atmosferu [94�98]. Vaºno je istaknuti i da je primje¢ena singularnost
pona²anja mangana u istraºivanju termalne denaturacije kojapokazuje destabili-
zaciju dvostruke zavojnice inducirane Co2� i Ni 2� u suprotnosti sa stabiliziraju¢im
efektom primje¢enim za Mn2� te jo² vi²e za Mg2� [49].

Mjerenjem anomalnog raspr²enja X-zraka (A-SAXS) u male kuteve moºe se
odrediti vrsta mežudjelovanja DNA poliiona [89]. Izmjereni intenzitet raspr²enja
I ˆQ• se sastoji od dvije komponente: form faktorPˆQ• koji potje£e od pojedine
DNA i strukturni faktor SˆQ• koji govori o mežudjelovanju DNA, tj. strukturi
otopine. Za DNA koncentracije 0:05 @c @1 mM bez dodane soli je primije¢eno
zna£ajno strukturno ureženje uslijed jake odbojnosti izmežu DNA, a prosje£na
udaljenost izmežu molekula u razriježenoj otopini o£ekivano ovisi kaoc� 1~3. Do-
davanjem NaCl-a do koncentracije 400 mM mežudjelovanje izmežu DNA lanaca
je jo² uvijek odbojno mežutim dodavanjem samo 8.3 mM Mg2� mežudjelovanje
postane privla£no.

Bolje razumijevanje strukture i energetike protuionske atmosfere zahtjeva eks-
perimentalni pristup koji direktno i precizno mjeri kompletni sastav atmosfere.
Brzo skupljanje podataka je vaºno jer omogu¢ava usporedbu atmosfera za raz-
li£ite vrste iona i molekula te pod razli£itim uvjetima. Metoda koja odgovara
gornjem opisu je puferima ostvarena ravnoteºa a atomskom emisijkom spektro-
skopijom odrežen sastav otopine.

Ovisnost vrste iona koji neutraliziraju DNA o koncentraciji dodanih natrija
je prikzana na slici 1.29. Rezultati pokazuju sistematsko opadanje broja vezanih
natrijevih iona s pove¢anjem koncentracije istih u otopini.Ovaj trend je i teorijski
reproduciran kao rje²enje PB jedandºbe a moºemo ga razumijetina slijede¢i na£in.
Potencijal DNA se manje proteºe u otopinu kada je koncentracija iona ve¢a. To
povla£i dvije posljedice: asocirani kationi koji su privu£eniovim potencijalom su
locirani u manjem volumenu oko DNA, te je stoga njihova koncentracija lokalno
pove¢ana. Druga posljedica smanjenja veli£ine tog podru£ja pove¢ane koncentra-
cije je strmiji koncentracijski gradijent izmežu asociranih islobodnih (eng. bulk)
iona. Stoga je porast entropije (porast koncentracijskog gradijenta) zna£ajniji za
asocijaciju kationa nego osiroma²enje aniona. Slobodna energija stoga favorizira
osiroma²enje aniona naspram akumulacije kationa u neutralizaciji naboja DNA
na visokim slanostima [50]. Unato£ velikom terorijskom i eksperimentalnom ulo-
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1.7. OSTALE METODE ISTRAšIVANJE PROTUIONSKE
ATMOSFERE

Figure 3. Neutralization of24L ( 46 charges) by Na association (Slika 1.29: Neutralizacija 24bp DNA (-46 naboja) asocijacijomNa� (# ) i osiro-
ma²enjem aniona (S ). Asocirani natrijevi ioni uve¢ani za istisnute anione daju
ukupni naboj ionske atmosfere (2 , puna linija +46). Rezultati su usporeženi s
predvižanjem PB teorije za jednovalentne ione (isprekidane crte). Preuzeto iz [50].

ºenom naporu, posebno u posljednjih 10 godina, svojstva polielektrolita poti£u
daljnja istraºivanja. Istraºivanja razli£itih polielektro lita razli£itim eksperimen-
talnim metodama £esto vode na kontroverzne zaklju£ke i obi£no su nepouzdanosti
izmjerenih podataka velike ²to onemogu¢ava jedinstvene slikestrukture i dinamike
polielektrolita. Stoga je jo² uvijek vaºno dati odgovor na naizgled jednostavna pi-
tanja o udjelu kondenziranih protuiona i proteºnosti protuionske atmosfere.
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POGLAVLJE 1. UVOD
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Slika 1.30: Shematski prikaz ionske atmosfere nukleinske kiseline. Kruºi¢i pred-
stavljaju suvi²ak protuiona a trokuti¢i osiroma²enje koiona u atmosferi kada ih
usporedimo s otopinama iste nominalne koncentracije. Prikaz nije samo shemat-
ski nego je i kvantitativan na na£in da svaki simbol ozna£ava 2 iona. Iz prikaza
moºemo uo£iti nekoliko trendova: (i) Ve¢a ukupna ionska jakost pove¢ava osiroma-
²enje koionima; (ii) atmosfera s dominantnim dvovalentnim protuionima uzrokuje
uºi volumen asociranja iona okolo DNA poliiona. (iii) za podjednaku koncentra-
ciju jedno i dvovalentnih protuiona u atmosferi se dominantnonalaze dvovalentni.
(iv) £ak i u jakom suvi²ku jednovalentnih iona odreženi udio divalentnih ¢e biti
asociran s nukleinskom kiselinom. Preuzeto iz [99].
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2
Materijali i metode

2.1 Priprema vodenih otopina DNA

L io�lizirani suhi kon£i¢i NaDNA su nabavljeni od Sigma-Aldrich (D1626).
Karakterizaciju otopina u smislu odreživanja stupnja polimerizacije uzo-
raka smo radili na gel elektroforezi a rezultati su prikazani na slici 2.1.

Vanjsko elektri£no polja uzrokuje gibanje DNA s lijevog premadesnom rubu gela.

10 kbp   

5 kbp   20 kbp   

3 kbp   
  

  

  

  

  

Lane 1   

Lane 6   

Lane 2   

Lane 5   

Lane 3   

Lane 4   

Slika 2.1: Slika agaroznog gela. Slijed uzoraka odozgo prema dolje je slijede¢i:
linija 1- komercijalni marker veli£ine DNA O'GeneRuler Ladder Mix (100 do 10
000 bp); linije 2 i 3- DNA otopina koncentracije 0.33 g/L; linije 4 i 5- DNA otopine
koncentracije 0.2 g/L; linija 6- komercijalni marker veli£ina DNA Lambda DNA
od 125 do 21226 bp. Preuzeto iz [100].
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POGLAVLJE 2. MATERIJALI I METODE

Uz pomo¢ markera poznatih stupnjeva polimerizacije procjenjuje se stupanj poli-
merazcije uzorka od interesa. Za DNA koju smo koristili vidimo daje polidisperzna
s ve¢inom fragmenata izmežu 2 000- 20 000 bp ²to odgovara prosje£noj duljina
fragmenta 4 �m . S obzirom na vrstu uzoraka koju ºelimo pripremiti razlikuju

SUHA NaDNA

�ý�,�6�7�(���9�2�'�(�1�(��
OTOPINE NaDNA

Otapanjem suhe DNA u 
vodi proizvedemo majku 
otopinu konc. DNA 5 g/L

OTOPINE NaDNA 
S DODANOM SOLI
Otapanjem suhe DNA 
u 1 mM otopini NaCl-a 
proizvedemo majku 
otopinu konc. DNA 5 
g/L u 1 mM NaCl

OTOPINE S DRUGIM 
PROTUIONIMA 

(Mg, Mn)
Otapanjem suhe NaDNA u
25 mM otopini soli 
Mg(Mn)Cl 2 dobijemo 
majku otopinu konc. 5 g/L 

�5�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�M�H�P���V���þ�L�V�W�R�P��
vodom proizvedemo 
DNA u rasponu konc. 
0.01-5 g/L

�5�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�M�H�Ps 1 mM
NaCl proizvedemo DNA u 
rasponu konc. 0.01-5 g/L 

�5�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�M�H�P���V����������������
mM soli ili vodi 

proizvedemo DNA u 
rasponu konc. 0.01-5 g/L 

Dijaliza prema 10mM te 
zatim prema 1mM. Po 
potrebi i prema 0.1 mM 
�W�H���þ�L�V�W�R�M���Y�R�G�L��

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

se protokoli priprave uzoraka. Najjednostvaniji je protokol pripreme £istih vode-
nih uzoraka NaDNA. Naime, budu¢i da su nabavljeni uzorci suhi kon£i¢i NaDNA
(Sigma D1626), samo ih je potrebno otopiti u odgovaraju¢em volumenu deminera-
lizirane vodene (Millipore) s ciljem dobivanja majke otopine koncentracije 5 g/L.
Nakon toga dodavanjem vode se pripremi cijeli set otopina u rasponu od 0.01-5
g/L. Ne²to sloºeniji protokol koristimo prilikom priprave vodenih otopina NaDNA
s NaCl-om. Tada suhe kon£i¢e otapamo u vodenoj otopini NaCl-a koncentracije
1 mM s ciljem dobivanja majke otopine koncentracije 5 g/L DNA. Takvu majku
otopinu razriježujemo s 1 mM NaCl-om da bi proizveli cijeli setu rasponu 0.01-5
g/L s dodanih 1 mM NaCl-a. Najsloºeniji protokol koristimo prilikom priprave
DNA s nekom drugom vrstom protuiona. Naime, tada je prvo potrebno natrijeve
protuione iz suhih kon£i¢a DNA zamjeniti s ciljanim protuionima. Protuioni ko-
jima smo mi zamjenjivali natrijeve su magnezij i mangan. A�nitet DNA prema
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2.2. MJERNE TEHNIKE

njima je ve¢i nego za natrij. Stoga izmjenu vr²imo otapanjem NaDNA u 25 mM
soli (MgCl2 ili MnCl 2). Tim postupkom smo izvr²ili izmjenu natrijevih iona s
dvovalentnima metalnima iz kondenzirane atmosfere oko DNA. Jo² je potrebno
natrijeve protuioone odstraniti iz otopine, a to se vr²i dijalizom prema otopinama
soli dvovalentnih metala (MgCl2 ili MnCl 2). Dijaliza se vr²i 48 sati prema 10 mM
otopini soli s zamjenom nakon 24 sata u omjeru volumena 1:1000,te se nakon toga
ponovi postupak prema 1 mM otopini soli [53]. Nakon toga ako ºelimo uzorke s
dodanim 1 mM soli takvu majku otopinu koncentracije 5 g/L razriježujemo s 1
mM otopinom da bi proizveli cijeli set u rasponu 0.01-5 g/L otopine DNA. Mežu-
tim ako pripremamo otopine s niºom koncentracijom dodane soli ili £iste vodene
otopine onda dodatnim dijalizama odstranjujemo suvi²ak iona iz otopine te tek
tada tu majku otopinu razriježujemo s ciljem dobivanja cijelog seta otopina.

Koncentracija prijelaza iz razriježene u polurazriježenuotopinu ovisi o stupnju
polimerizacije poliiona te je ve¢a ²to je stupanj polimerizacije manji, vidi izraz
1.29. Koncentracija prijelaza za uzorke duljine 2 000 bp iznosi 0.007 g/L dok je za
duºe uzorke jo² i manja. Zato sa sigurno²¢u moºemo re¢i da su uzorci u rasponu
koncentracija 0.01-5 g/L koje smo mi prou£avali, u polurazriježenom reºimu.

Koncentraciju iona u otopini izraºavamo umM � mmol~L dok koncentraciju
DNA izraºavamo u g~L. Mežutim £esto trebamo usporediti koncentraciju fosfata
DNA s koncentracijom iona u otopini, te stoga trebamo izra£unati molarnu kon-
centraciju parova baza DNA:

c�
g
L

� ~mm � c�
g
L

� ~666�
g

mol
� � c�M �

c�mM � � c�
g
L

� � 1:5
�mol
mg

(2.1)

gdje je mm molarna masa para baza monomeraDNA koja iznosi 666 g/mol.
Mežutim ako ºelimo usporeživati koncentraciju fosfata DNA i iona u otopini onda
se trebamo prisjetiti da par baza DNA nosi 2 fosfata.

2.2 Mjerne tehnike

Niskofrekventnom dielektri£nom spektroskopijom dobivaju se podatci o elek-
tri£noj vodljivosti i o kompleksnoj dielektri£noj funkciji otopine. Mjerni postav
pomo¢u kojeg dobivamo te podatke sastoji se od mjerne komore u koju stavljamo
uzorak, mjera£a admitancije Agilent 4294A i temperaturnog kontrolera.
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POGLAVLJE 2. MATERIJALI I METODE

2.2.1 Komora za dielektri£na mjerenja

Komora za dielektri£na mjerenja se sastoji od dvodijelnog pleksiglasnog ku¢i-
²ta u koje je utisnuto £eli£no tijelo. Unutar £eli£nog tijela napodlozi od stakla1

nalaze se platinske elektrode. Kad su obje polovice ku¢i²ta zatvorene platinske
elektrode formiraju kondenzator unutar kojeg se nalazi uzorak. Po obodu s unu-
tarnje strane tijela nalazi se brtva £ija je svrha smanjenje hlapljenja otopine. Unu-
tar tijela nalazi se jo² i Pt-100 termometar. Koaksijalnim vodi£em povezane su
platinske elektrode s BNC konektorom. Vodi£em je povezan i Pt-100 termometar
s konektorom na ku¢i²tu2. Funkcija £eli£nog tijela je smanjenje hlapljenja otopine,
eliminacija utjecaja elektri£nih smetnji na mjerenje3, te smanjenje temperaturnih
oscilacija zbog mase ku¢i²ta. Raspon volumena mjerene otopine moºe biti u inter-

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

1Svrha podloge je da elektri£ki izolira platinske elektrode od £eli£nog ku¢i²ta.
2Na slici 2.3 se konektor termometra vidi iza dva BNC konektora.
3Tijelo je u biti Faradayev kavez.
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2.2. MJERNE TEHNIKE

valu 50� 200 �L , no mi radimo s uzorcima veli£ine 100�L . Komora omogu¢uje
mjerenje kompleksne vodljivosti s ponovljivo²¢u od 0:5%4 u rasponu speci�£ne
vodljivosti od 1:5 � 2000 �S ~cm. Konstanta komore odrežena je mjerenjem na
frekvenciji 100kHz speci�£ne vodljivost standardnih uzoraka KCl-a molarne kon-
centracije 10mM (katalo²ki broj 51300138) i 0:5 mM (katalo²ki broj 51302153)
kupljenih od tvrtke Mettler-Toledo. Na toj frekvenciji se mjeri i vodljivost oto-
pine. Dodatna provjera bila je mjerenje kapaciteta komore kada nema otopine i
kada je uzorak 100�L £iste vode. Iz razlike kapaciteta i poznate vrijednosti per-
mitivnosti £iste vode "H 2O � 78:65 dobiven je rezultat za konstantu komore koji
odgovara gornjoj vrijednosti dobivenoj mjerenjem speci�£nevodljivosti standard-
nih uzoraka. Konstanta komore iznosil~S � 0:1042� 0:0006cm� 1 gdje je efektivna
kontaktna povr²ina elektrode i otopine volumena 100�L jednaka S � 0:98 cm2,
a udaljenost platinskih elektroda iznosil � 0:1021� 0:0001cm. Vi²e o mjernom
postavu se moºe na¢i u [100].

2.2.2 Mjera£ admitancije Agilent 4294A

Agilent 4294A je kori²ten za odreživanje kompleksne admitancije vodenih oto-
pina u podru£ju 40Hz B � B 110 MHz . S ciljem skra¢enja vremena mjerenja,
a budu¢i da nam podru£je ispod 100Hz nije �zikalno zna£ajno mi mjerenja vr-
²imo u intervalu frekvencija 100Hz B� B110MHz . U tom intervalu frekvencija
izvr²imo 201 mjerenje, tj. 29 mjerenja po dekadi frekvencije, a mjerne veli£ine
su vodljivost Gexpˆ ! � 2�� • i kapacitet Cexpˆ ! •5. Prilikom mjerenja admitancije
amplituda je iznosila 50mV pri kojoj je ²um zanemariv, a odgovor linearan. To
je potvrženo mjerenjima u rasponu amplituda pobude od 20� 500 mV . Budu¢i
je udaljenost elektroda pribliºno 1mm jakost primijenjenog elektri£nog polja za
amplitudu od 50 mV je 50 V~m. Urežaj je kori²ten u reºimu postavke BW=5
²to zna£i da se nakon relativno dugog £ekanja da se ustali sinusna modulacija vr²i
mjerenje na pojedinoj frekvenciji. Prednost takvog mjerenjaje manji ²um iako ono
traje duºe nego mjerenje s postavkom BW=1. Tri uzastopna prolaska kroz cijeli
raspon frekvencija su ražena da bi se usrednjio eventualni utjecaj varijacije tem-
perature otopine na izmjerene veli£ine. Cijela opisana procedura mjerenja iznosi
2 minute.

40.1% otpada na neto£nost u razmaku elektrodi koja iznosi do 1�m na razmaku elektrodi
od 1 mm, neto£nost pipetiranja iznosi 0.2% te neto£nost u poloºaju otopine na elektrodi utje£e
na mjerene rezultate do 0.2%.

5Izmjerena vodljivost i kapacitet su sastavnice admitancijeYexp ˆ ! • � Gexp ˆ ! • � i!C exp ˆ ! • ,
te zato u tekstu govorimo da mjerimo admitanciju.

57



POGLAVLJE 2. MATERIJALI I METODE

2.2.3 Temperaturna stabilnost

Za odrºavanje konstantne temperature otopine unutar komoreza dielektri£na
mjerenja sluºe nam Peltierovi elementi koje stavljamo s vanjske strane ku¢i²ta,
Pt-100 termometar koji se nalazi unutar ku¢i²ta te mjeri temperaturu otopine i
temperaturni kontroler QC-PC-OS-21 G proizvoža£a KuepperGmbh. Nabrojani
urežaji rade na slijede¢i na£in. Peltierov element se nalazi na aluminijskom bloku
te se takav sklop prilikom vr²enja mjerenja stavlja s gornje i donje strane tijela
komore. Stabilizacija temperature koju postiºemo s navedenom aparaturom je
reda 10mK .

2.2.4 Uzroci neto£nosti mjerenih veli£ina

U procesu mjerenja imamo vi²e izvora neto£nosti. Zna£ajan izvor neto£nosti
moºe biti vje²tina pripravljanja otopine, tj. neto£nost pri mjerenju mase i odre-
živanju volumena otopine, dakle koncentracije otopine. S iskustvom ta neto£nost
se lako ukloni. Ipak, najve¢i problem koji nam unosi neto£nost umjerenje je po-
larizacija elektroda. Naime, u blizini elektroda koje nam sluºe i za pobudu i za
mjerenje nakupljaju se naboji iz otopine.

Slika 2.4: Skica polarizacije elektroda s elektri£nom shemom, te ekvivalentnom
pojednostavljenom shemom prikazana je na a) slici.Cdl i Rdl ozna£uju kapacitet i
otpor polarizacijskog efekta na elektrodi i oni se mogu prikazati kao paralelni spoj
kondenzatora i otporaCEP , REP . Zs je oznaka za impedanciju mjerene otopine.
Na b) slici su prikazani izmjereni kapacitet i vodljivost za pozadinu koncentracije
soli 0.03 mM i 10 mM. Veli£ine obojano crveno ozna£avaju vodljivost, a veli£ine
obojane plavo kapacitet. Crna crta predstavlja pravac proporcionalan sŒ1~! 2.

Stoga prilikom mjerenja, admitancija otopine je uve¢ana zaadmitanciju efekta
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2.3. OD IZMJERENIH VELIƒINA DO KOMPLEKSNE
DIELEKTRIƒNE FUNKCIJE

polarizacije elektroda, vidi sliku 2.4:

C � Cs �
1

! 2R2CEP
(2.2)

R � Rs � REP � Rs! 2R2C2; (2.3)

gdje suCs i Rs kapacitet i otpor otopine, aCEP i REP kapacitet i otpor efekta
polarizacije elektrodi [101]. Iz izraza (2.2) i (2.3) se moºei²£itati, a sa slike 2.4 b)
se vidi da je utjecaj polarizacije elektroda ve¢i na niºim frekvencijama, te da raste
s koncentracijom protuiona u otopini. Upravo zbog toga kod mjerenja na visokim
koncentracijama i niskim frekvencijama doprinos polarizacije elektroda nam je
ve¢i od doprinosaLF moda polielektrolitske otopine. Za koncentracije ve¢e od
c � 5 mg~mL nismo uspjevali na potpuno zadovoljaju¢i na£in odrediti parametre
prilagodne dielektri£nog odgovora pa podatke elektri£ne vodljivosti analiziramo
samo do te koncentracije. Sa slike 2.4 b) moºemo vidjeti razlogza²to je odabrana
upravo frekvencija � � 100 kHz za o£itanje podatka elektri£ne vodljivosti. Za
odreženu koncentraciju otopine oko te frekvencije vodljivost je konstantna. Na
toj frekvenciji su najmanji efekti polarizacije elektroda irezonantne frekvencije
mjernog postava te smatramo da vodljivost izmjerena u tom podru£ju najbolje
odgovara vodljivosti otopine.

2.3 Od izmjerenih veli£ina do kompleksne dielek-

tri£ne funkcije

Tehniku kojom se sluºimo nazivamo niskofrekventnom dielektri£nom spektro-
skopijom. Budu¢i iz izmjerenih veli£ina vodljivosti i kapaciteta ra£unamo dielek-
tri£nu funkciju veza impedancije i dielektri£ne funkcije semoºe pokazati pomo¢u
Maxwellove jednadºbe

© � ÑH ˆt• � � 0
ÑEˆt• �

@ÑDˆt•
@t

(2.4)

gdje je ÑH ˆt• vektor magnetskog polja,� 0 je speci�£na vodljivost slobodnih nosi-
laca naboja, ÑEˆt• � ÑE0ei!t je vektor vanjskog elektri£nog polja kojim pobužujemo
uzorak a ÑDˆt• � ÑD0ei!t je vektor dielektri£nog pomaka polielektrolitske otopine
za kojeg smo pretpostavili da je u fazi s pobudomÑEˆt•, tj. da je odgovor poli-
elektrolitske otopine na pobudu trenutan. Izraz (2.4) moºemo napisati u prostoru
frekvencija na na£in
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S © � ÑH ˆt•dt � S � 0
ÑEˆt•dt � S

@ÑDˆt•
@t

dt

© � S ÑH0ei!t dt � � 0 S ÑE0ei!t dt � S
@ÑD0ei!t

@t
dt

© � ÑH ˆ! • � � 0
ÑEˆ! • � S

’
–––
”

@ÑD0

@t
±

� 0

� i! ÑD0

“
———
•

ei!t dt

© � ÑH ˆ! • � � 0
ÑEˆ! • � i! S ÑD0ei!t dt

© � ÑH ˆ! • � � 0
ÑEˆ! • � i! ÑDˆ! •

© � ÑH ˆ! • � � � 0ˆ ! • � i!" 0" ˆ ! •� ÑEˆ! •

(2.5)

gdje smo u zadnjoj jednakosti iskoristili vezu dielektri£nog pomaka i elektri£nog
polja u frekventnom prostoru ÑDˆ! • � "0" ˆ ! • ÑEˆ! •. Budu¢i da vrijedi Ampèrov i
Ohmov zakon za ukupnu struju

Ñj ukupno ˆ ! • � © � ÑH ˆ! •
Ñj ukupno ˆ ! • � � ˆ ! • ÑEˆ! •

(2.6)

te usporedbom izraza (2.5) i izraza (2.6) dolazimo do traºenog izraza koji povezuje
speci�£nu vodljivosti i dielektri£nu funkciju u prostoru frekvencija

� ˆ ! • � � 0ˆ ! • � i!" 0" ˆ ! • (2.7)

Prilikom mjerenja mi izmjerimo vodljivost uzorka, ali i parazitske doprinose

� expˆ ! • � � pˆ ! • � � 0ˆ ! • � i!" 0"expˆ ! • (2.8)

gdje je � p doprinos speci�£noj vodljivost parazitskih otpora mjernog postava6.
Kada je parazitski otpor na²eg mjernog postava manji od ostalih vrijednosti u
izrazu (2.8) pretpostavka da on linearno ulazi u izraz (2.8) je opravdana. Da
bi odredili doprinos dielektri£noj funkciji moramo izmjeriti speci�£nu vodljivost
otopine bez poliiona. Tu vodljivost zovemo vodljivost pozadine.

6Najve¢i dio tog doprinosa je uzrokovan efektom polarizacije elektroda koji je obja²njen u
poglavlju 2.2.4.

60



2.3. OD IZMJERENIH VELIƒINA DO KOMPLEKSNE
DIELEKTRIƒNE FUNKCIJE

� poˆ ! • � � pˆ ! • � � 0po ˆ ! • � i!" 0"poˆ ! • (2.9)

Dielektri£nu funkciju polielektrolitske otopine"expˆ ! • moºemo razumjeti kao struju
polarizacije prou£avanog sistema�" ˆ ! • uve¢anu za ostale doprinose kojima su re-
zonantne frekvencije iznad nama eksperimentalno uo£ljivih7, pogledati sliku 2.5

"expˆ ! • � �" ˆ ! • � "HF (2.10)

gdje smo s�" ˆ ! • obiljeºili sistem koji prou£avamo. Poanta izraza (2.10) je vizuali-
zirana na slici 2.5. Oduzimanjem izraza (2.9) od izraza (2.8)uz uvr²tavanje izraza
(2.10) u izraz (2.8) dobijemo

� � expˆ ! • � � poˆ ! •� � � � 0ˆ ! • � � 0po ˆ ! •� � i!" 0� �" ˆ ! • � "HF � "po� (2.11)

Vodljivost pozadine � po je dobivena mjerenjem vodljivosti vodene otopine NaCl.
Vodljivost pozadine ima dvije komponente: jedna je vodljivost iona Na� i Cl �

� 0po , a druga proizlazi iz ostalih doprinosa kojima su rezonantne frekvencije iznad
nama eksperimentalno uo£ljivih. Ta druga komponenta dielektri£ne funkcije je
upravo jednaka komponenti dielektri£ne funkcije polielektrolitske otopine kojoj su
frekvencije iznad nama eksperimentalno uo£ljivih, tj."HF � "po. To je prikazano i
na slici 2.5. S dobrim odabirom koncentracije pozadine moºe seposti¢i � 0po ˆ ! • �
� 0ˆ ! •. Uz tu jednakost i maloprije iznesenu £injenicu o jednakosti"HF � "po izraz
2.11 glasi

� � expˆ ! • � � poˆ ! •� � i!" 0� �" ˆ ! •� (2.12)

Po²to mi ne mjerimo � expˆ ! • i � poˆ ! • ostalo nam je jo² te veli£ine izraziti preko
direktno mjerenih veli£inaGexpˆ ! •, Cexpˆ ! •, Gpoˆ ! • i Cpoˆ ! •. Kompleksna spe-
ci�£na vodljivost � je de�nirana kao produkt konstante komore i admitancije

� expˆ ! • �
l
S

Yexpˆ ! •

� poˆ ! • �
l
S

Ypoˆ ! •

(2.13)

a admitanciju Yˆ! • £ine nama direktno mjerljive veli£ineGˆ! • i Cˆ! • na na£in

7Gornja granica nama eksperimentalno dostupne frekvencije je 110MHz .
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HF

Slika 2.5: Puna crta prikazuje vrijednost realnog dijela dielektri£ne funkcije uzorka
"exp. To£kasta crta prikazuje vrijednost dielektri£ne konstante vakuuma, tj. vri-
jednost 1. Vrijednost dielektri£ne funkcije istraºivanog uzorka �" ˆ ! • i vrijednost
dielektri£ne funkcije za frekvencije ve¢e od eksperimentalno uo£ljivih "HF su obi-
ljeºene na slici.

Yexpˆ ! • � Gexpˆ ! • � i!C expˆ ! •

Ypoˆ ! • � Gpoˆ ! • � i!C poˆ ! •

(2.14)

Oduzimanjem speci�£ne vodljivosti pozadine od speci�£ne vodljivosti polielek-
trolitske otopina na na£in da je uvr²ten izraza za admitancije(2.14) u izraz za
kompleksnu speci�£nu vodljivost (2.13) dobivamo

� expˆ ! • � � poˆ ! • �
l
S

�Gexpˆ ! • � Gpoˆ ! •� � i
l
S

! �Cexpˆ ! • � Cpoˆ ! •� (2.15)

Usporedba izraza (2.15) s izrazom (2.12) te izjedna£avanjem realnih i imaginarnih
dijelova dobivamo:

�" œˆ ! • �
l
S

�
Cexpˆ ! • � Cpoˆ ! •

"0

�" œœˆ ! • �
l
S

�
Gexpˆ ! • � Gpoˆ ! •

! � "0
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(2.16)

gdje smo kompleksnu dielektri£nu funkciju zapisali na na£in�" � �" œ� �" œœgdje je
�" œrealni a �" œœimaginarni dio dielektri£ne funkcije.

2.4 Prilagodba na izmjerene veli£ine

Oduzimanje pozadine nije mogu¢e napraviti sa savr²enom to£no²¢u, tj. nije
mogu¢e napraviti uzorak i pozadinu sa savr²eno istim koncentracijama. Ta razlika
u koncentraciji se kod prilagodbe o£ituje u neuklonjenim iznosima vodljivosti Gkor

na niskim frekvencijama, prikazano na slici 2.6 a), i kapaciteta Ckor na visokim
frekvencijama, prikazano na slici 2.6 b). (Koristimo primjerpruzet iz [102]). Te
neuklonjene vrijednosti, o£itane sa slika 2.6 a) i b), unosimo u na² model. Neuk-

Slika 2.6: Frekventna ovisnost izmjerenih veli£ina vodljivosti i kapaciteta nakon
oduzimanja izmjerenih veli£ina pozadine od izmjerenih veli£ina polielektrolitske
otopine nalazi se na slikama a) i b). Na slikama a) i b) su ozna£eni neuklonjeni di-
jelovi mjernih veli£inaGkor i Ckor . Prikaz c) i d) je frekventna ovisnost kompleksne
dielektri£ne funkcije £iji su izmjereni podatci obraženi nana£in izraza (2.17).
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lonjeni doprinos dielektri£noj funkcijiCkor unosimo u model kao parametar oblika
b � l

S
Ckor

" 0
a neuklonjeni dioGkor unosimo u tom obliku u model. Uz te korekcije

vezu izmjerenih veli£ina i kompleksne dielektri£ne funkcije (2.16) zapisujemo u
obliku

�" œˆ ! • �
l
S

�
Cexpˆ ! • � Cpoˆ ! •

"0
�

l
S

�
Cexpˆ ! • � Cpoˆ ! •

"0
� b

�" œœˆ ! • �
l
S

�
Gexpˆ ! • � Gpoˆ ! •

! � "0
�

l
S

�
�Gexpˆ ! • � Gpoˆ ! •� � Gkor

! � "0

(2.17)

2.5 Dielektri£na funkcija i relaksacijski procesi

Protuioni su vezani za poliion, te oscilacijom oko poliiona uzrokuju polarizaciju
ÑPˆ! • � e� 0Ñxˆ! •. Ñxˆ! • je vektor pomaka protuiona iz ravnoteºnog poloºaja a� 0

je gusto¢a protuiona. Ta polarizacija inducirana titranjemprotuiona oko poliiona
stvara relaksacijski doprinos dielektri£noj funkciji poliiona �" ˆ ! •. Protuione opi-
sujemo jednadºbom gu²enog, tjeranog harmonijskog oscilatora £ije gu²enje dolazi
od sudara protuiona s molekulama vode

m‡ •x � 
 _x � kx � eE0ei!t (2.18)

gdje je m‡ efektivna masa,
 � m‡~� je konstanta gu²enja,� je vremenska kons-
tanta gu²enja a k je konstanta elasti£nosti koja opisuje vezu protuionaNa� na
poliion u vodenoj otopini. Uvr²tavanjem stacionarnog rje²enja8 Ñxˆ! • � Ñx0ˆ ! •ei!t

u izraz (2.18) u svrhu odreživanja koe�cijentÑx0ˆ ! • dobivamo

Ñxˆ! • �
e ÑE0

m‡
�

1
ˆ ! 2

0 � ! 2• � i !
�

ei!t (2.19)

gdje je ! 2
0 � k~m‡. Veza dielektri£nog pomakaDˆ! •, elektri£nog polja Eˆ! • i

polarizacije Pˆ! • je

ÑDˆ! • � "0
ÑEˆ! • � ÑPˆ! • (2.20)

Budu¢i da je Dˆ! • � "0" ˆ ! •Eˆ! • iz izraza (2.20) proizlazi izraz za dielektri£nu
funkciju

8Homogeno rje²enje jednadºbe (2.18) ne razmatramo po²to je ono prijelazno i eksponencijalno
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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"ˆ ! • � 1 �
ÑPˆ! •

"0
ÑEˆ! •

�
e� 0Ñxˆ! •

"0
ÑEˆ! •

(2.21)

Uvr²tavanjem izraza (2.19) u izraz (2.21) dobivamo

" � 1 �
e2� 0

"0m‡
�

1
ˆ ! 2

0 � ! 2• � i !
�

�
e2� 0

"0m‡! 2
0

�
1

Š1 � ! 2

! 2
0
• � i !

! 2
0 �

(2.22)

Konstanta gu²enja na²eg eksperimentalnog sustava je velika te zbog toga vrijedi
! P ! 0. Ta £injenica uz jednakosti

� " �
e2� 0

"0m‡! 2
0

� 0 �
1

! 2
0�

(2.23)

nam omogu¢ava da izraz (2.22) moºemo zapisati u obliku Debyeve funkcije

" � 1 � � "
1

1 � i!� 0
(2.24)

Mežutim zbog nereda u sistemu dolazi do ²irenja relaksacijskih procesa oko srednje
vrijednosti. Da bi u izrazu za prilagodbu mogli uklju£iti parametar distribucije ka-
rakteristi£nog vremena oko srednjeg karakteristi£nog vremena � 0 moramo poop¢iti
Debyevu funkciju, izraz (2.24)

�" � � "
1

ˆ1 � i!� 0•1� �
(2.25)

Zna£i izraz koji prilagožujemo na jedan relaksacijski procesje izraz (2.25). On
je poop¢ena Debyeva funkcija koju nazivamo Cole-Cole funkcija (skra¢eno CC
funkcija). CC funkcija ima tri parametra koja mi odrežujemotako da napravimo
najbolju prilagodbu na izmjereni spektar. To su ja£ina relaksacijskog procesa �" ,
srednje vrijeme relaksacije� 0 i ²irenje relaksacijskog procesa oko srednjeg vremena
relaksacijeˆ1 � � •.

Impedancijske spektre obradimo na na£in opisan u izrazu 2.17 i konvertiramo
ih u dielektri£ne spektre, lako je uvidjeti je li odziv jednostruk ili u mjerenom in-
tervalu frekvencija imam vi²estruke relaksacije. Ovdje dalje¢u koristiti primjer iz
svog rada na NaHA koji ima 2 moda kao i DNA. Zbog toga na te izmjerene podatke
prilagožujemo zbroj dviju CC funkcija. Relaksacijski procesna niºoj frekvenciji
nazivamo niskofrekventni mod, a parametre koji opisuju taj mod obiljeºavamo
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indeksom LF. Relaksacijski proces na vi²oj frekvenciji nazivamo visokofrekventni
mod, a parametre koji opisuju taj mod obiljeºavamo indeksom HF.Oblik prila-
godnih funkcija koje prilagožujemo izmjerenim podatcima eksperimenta su dane
izrazom (2.26), a parametri prilagodbe su slijede¢i: �"LF , � 0LF , 1 � � LF , � "HF ,
� 0HF , 1 � � HF , b, Gkor

Im Œ
� "LF

1 � ˆ i!� 0LF •1� � LF
‘ � Im Œ

� "HF

1 � ˆ i!� 0HF •1� � HF
‘ �

l
S

�
�Gexpˆ ! • � Gpoˆ ! •� � Gkor

! � "0

Re Œ
� "LF

1 � ˆ i!� 0LF •1� � LF
‘ � ReŒ

� "HF

1 � ˆ i!� 0HF •1� � HF
‘ � b �

l
S

�
Cexpˆ ! • � Cpoˆ ! •

"0

(2.26)

Slika 2.7: Prilagožena kompleksna dielektri£na funkcija na na£in izraza (2.26)
je prikazana sivom crtom, dok su pojedini prilagoženi modovi relaksacije pri-
kazani isprekidanom crtom. Podatci na koje je vr²ena prilagodba su prikazani
kvadrati¢ima. (c) i (d) Prikazana je i prilagodba vr²ena na izmjerenim spektrima
koncentracija cHA � 1 mg~mL, cHA � 0:1 mg~mL, cHA � 0:0125mg~mL.
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2.5.1 Analize podataka dielektri£nog odgovora

Na slici 2.6 c) i d) su pokazani izmjereni podaci obraženi po uzoru na iz-
raz (2.17). Na tako obražene podatke prilagožujemo funkcijena na£in nazna£en
izrazom (2.26).

Na slici 2.7 a) i b) je prikaz tako prilagoženih funkcija na obražene podatke
slike 2.6 c) i d). Na slici 2.7 c) i d) je zbirni prikaz prilagodnihfunkcija na
obražene podatke tri uzorka koncentracija:cHA � 1 mg~mL, cHA � 0:1 mg~mL,
cHA � 0:0125mg~mL. Nakon ²to smo prilagodili funkcije na sve izmjerene uzorke,
koji su obi£no u rasponu koncentracija 0:01 � 5 g~L, prikazujemo njihove para-
metre u funkciji koncentracije, ²to smo prikazali na slici 2.8.Iz tako odreženih

Slika 2.8: Kruºi¢i predstavljaju vrijednosti parametara prilagodbe LF moda, dok
kvadrati¢i predstavljaju vrijednosti parametara prilagodbe HF moda za raspon
koncentracija 0:01 mg~mL � 1:25 mg~mL vodenih otopina hijaluronske kiseline.
Redom od gore prema dolje paneli prikazuje parametre: dielektri£na jakost relak-
sacijskog procesa(�" ), ²irina relaksacijskog procesa (1� � ) i relaksacijsko vrijeme
(� 0).
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parametara obi£no odredimo karakteristi£nu duljinu i broj sudionika relaksacije.
Sada ¢emo iznijeti detalje vezane za odreživanje karakteristi£ne duljine a nakon
toga za broj sudionika relaksacije. Iako su protuioni polielektrolita podvrgnuti i
tjeranim i gu²enim procesima njihovo gibanje u otopini je odreženo zakonima di-
fuzije. Protuioni tjerani vanjskim elektri£nim poljem prevaljuju udaljenost L koja
je povezana s karakteristi£nim vremenom� 0 Einstein-Smoluchowski jednadºbom.

L Œ
»

� 0D (2.27)

gdje je D � 1:33 � 10� 9 m2~s konstanta difuzije protuiona. Zanimljivost na-

� �������
���	 ��	 	 	�

� 
�
��


�

	�

	��

� � ����

Slika 2.9: Koncentracijska ovisnost karakteristi£ne skale NaHA [102]. Pune crte
predstavljaju najbolju prilagodbu na iznos karakteristi£neskale £ija je ovisnost o
koncentracijeL Œc� 0:5.

²eg eksperimentalnog postava je da nam konstanta proporcionalnosti Einstein-
Smoluchowski jednadºbe (2.27) iznosi reda veli£ine 1, ²to je provjereno na vi²e
eksperimenata, od kojih su neki objavljeni u [27]. Karakteristi£na skala opisuje
pomak protuiona a dielektri£na jakost relaksacije je povezana s polarizabilnosti
uzrokovanom pomakom protuiona. Gibanje protuiona je difuzno a ako je i nekore-
lirano srednja �uktuacija broja protuiona pomaknutih iz poloºaja ravnoteºe biti ¢e
reda veli£ine korijena broja protuiona

º
N . Dielektri£na jakost je po �uktuacijsko-

disipacijskom teoremu proporcionana kvadratu dipolaL te stoga dobivamo [23,60]

� " Œĉ
»

ˆN •L•2 (2.28)

Preureženje izraza 2.28 za broj sudionika u relaksaciji dobijemo

N Œ� "~ĉ L•2 (2.29)
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Primjetimo da sve potrebne parametre moºemo odrediti iz parametara prilagodbe
na spektar relaksacije. Osim broja sudionika u relaksaciji iz parametara relaksa-
cije moºemo odrediti i karakteristi£nu duljinu relaksacije. Karakteristi£na skala
polurazriježenih otopina NaHA je prikazana na slici 2.9. Njen iznos se nalazi u
rasponu 3nm @L @50 nm i ovisna je o koncentracijiL Œc� 0:5
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3
Rezultati i diskusija

3.1 Proteºnost protuionske atmosfere

3.1.1 Jednovalentni protuioni

Karakteristi£ne frekvencije relaksacijskih modova kolektivne protuionske dina-
mike nalaze se u podru£ju od 0.1 kHz do 0.1 GHz. U tom podru£ju frekvencija i
u na²im sustavima smo prona²li relaksacije koje su direktno povezane s gibanjem
protuiona oko poliiona. S ciljem interpretacije tih relaksacija koristimo se kon-
ceptom induciranog dipola. Inducirani dipol formiraju protuioni oko poliiona, a
njihova relaksacijska frekvencija je povezana s njihovim pomakom od ravnoteºnog
poloºaja. U iznesenim rezultatima kao i u rezultatima drugihautora javljaju se
2 dielektri£na moda, u sustavima kao ²to su polurigidni bioPE, DNA ili sintetski,
�eksibilni PE, kao ²to je polistirensulfonat (PSS), Ref. [25,27]. Uovom radu sam
se usredoto£io na analizu i interpretaciju visokofrekventne (HF) relaksacije-HF
moda, budu¢i da je pripadaju¢e parametre (HF relaksacijsko vrijeme i karakteris-
ti£nu duljinu) mogu¢e utemeljeno povezati s drugim dobivenim rezultatima npr.
konduktometrijom, SAXS-om, osmometrijom, a koje nalazimo i u literaturi. Pri-
marno je bilo to ²to se HF mod regularno moºe povezati s de Gennes korelacijskom
duljinom. I drugi autori su £esto analizirali taj HF mod, iako su registrirali i jo²
jedan na niºim frekvencijama.

PSS i DNA su jako nabijeni, linearna gusto¢a naboja im je iznad Manning kri-
terija za pojavu kondenzacije. Stoga je po£etni korak u mojim istraºivanjima bila
studija jednostavnijeg PE-hijaluronska kiselina (HA, hyaluronicacid) koji je slabo
nabijen te se stoga za njega ne javlja pojava kondenzacije. On je polisaharid, koji
po monomeru duljine 1 nm, dakle duljine ve¢e od Bjerrumove nosi jedan naboj a
nije istraºivan DSom. Dakle, u HA sustavu ne bi se trebala javljatiManning kon-
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denzacija. HA je takožer �eksibilnija od DNA, s duljinom ustrajnosti ne ve¢om
od 10 nm. No, kako intrinsi£na, strukturna duljina ustrajnosti,Lp biva uve¢anom
za elektrostatski doprinosLe u otopinama male ionske jakosti [103�106] u kojima
vr²im mjerenja, moºe se pretpostaviti podjednaka rigidnost HA sustava kao i za
DNA Lp � 50nm ili PSSLp � 1nm, budu¢i da jeLe AALp. Drugo pojednostavljenje

� �������
���	 ��	 	 	�

� 
�
��


�

	�

	��

� � ���� � � ��� �

� � ���� � � ��� �

Slika 3.1: Koncentracijska ovisnost karakteristi£ne skale DNA (otvoreni simboli)
[27] i HA (puni simboli) [102]. Pune crte predstavljaju najboljuprilagodbu na
DNA rezultate ispod i iznad koncentracijec � 0:5 g~L s nazna£enom ovisno²¢u o
koncentraciji na slici. Ovisnost o zakonu potencija za HA, s eksponentom 0.50,
vrijedi preko cijelog raspona koncentracija.

u odnosu na DNA je u jednostavnijoj strukturi koja se ne mijenja s koncentra-
cijom. Na slici 3.1 usporežena je karakteristi£na skala HF moda za HAs onom
za DNA (u oba PE protuion je Na� ). Karakteristi£na skala HA u cijelom pri-
kazanom rasponu koncentracija ima istu ovisnost o koncentraciji i jednostavno je
interpretirana kao de Gennesova korelacijska duljina na osnovi ovisnosti L Œc� 0:5.
Za DNA ovisnost mijenja eksponent okoc � 0:5 g~L i javlja se L Œc� 0:33. Grupa
dr. Tomi¢ je ovaj rezultat za niºe koncentracije interpretirala kao posljedicu di-
nami£ke i lokalne denaturacije DNA. Primijetimo kako je HA moºdai prikladniji
modelni sistem za PE, budu¢i da se ne javlja strukturna promjena preko cijelog
raspona istraºivanih koncentracija. Istovremeno, intrigantna je mogu¢nost pra¢e-
nja strukturne promjene DNA pomo¢u mjerenja dinamike sustava, tj. DS metode.
Kako je u rezultatima iz Ref. [27] vidljiv ve¢i rasap vrijednosti LHF odlu£ili smo
mjerenja ponoviti vi²e puta kako bismo provjerili ovu interpretaciju strukturne
promjene DNA. Naime eksponentL Œ c� 0:33 se javlja za vrlo �eksibilne, slabije
nabijene sustave (sintetski polimeri s jednim nabojem na svakih 3-10 monomera),
Ref. [107] koji su stoga izrazito hidrofobnog karaktera, tj. voda vi²e nije dobro
otapalo i dolazi do nastanka konformacije biserne ogrlice (hidrofobni, nenabijeni
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segmenti se namotaju dok izmežu njih preostaju ispruºeni elektrostatski ukru¢eni
nabijeni segmenti). Dok je za takav sustav eksponent zaistaL Œc� 0:33, upitno je
moºe li se DNA tako opisati. Naime, kod DNA se denaturacijom zaista pove¢ava
hidrofobnost, budu¢i da otapalu postaju dostupne nenabijene du²i£ne baze, no
nije vjerojatna konformacija biserne ogrlice.

Dodatni je vaºan korak bio priprema i mjerenje DSa na denaturiranim NaDNA
uzorcima - zna£i uzorcima gdje su lanci razdvojeni. Denaturacija tih uzoraka je
provedena na na£in da su uzorci grijani 20 minuta na 97°C, kakobi se dvolan£ana
DNA odmotala i pokidale vodikove veze lanaca te su uzorci odmahpotom uronjeni
u smjesu vode i leda, kako bi se zadrºala denaturirana, jednolan£ana struktura
DNA. Nakon toga su mjereni na 25°C jednako kao i nativni uzorci. Ovisnost
karakteristi£nih duljina nativnih i denaturiranih NaDNA otop ina u £istoj vodi
o koncentraciji za 3 razli£ita seta dana je na slici 3.2. Razlika u odnosu na prije
objavljene rezultate je pona²anje karakteristi£ne duljine nativnih uzoraka na na£in
L Œc� 0:5 na svim koncentracijama osim u intervalu 0:4 mM @c @1:3 mM . Dakle
vi²e se ne uo£ava podru£jeL Œc� 0:33, ve¢ ga raspoznajemo kao prijelazni interval
i za podru£je niskih koncentracija se opet dobiva uobi£ajeno pona²anje HF moda
L Œc� 0:5. Interesantno je kako je karakteristi£na skala nativne DNA na niskim
koncentracijama pomaknuta za faktor 1:62� 1:75 u odnosu na skalu na visokim
koncentracijama.

Rezultati za denaturirane uzorake pokazuju ve¢i rasap nego rezultati nativnih
uzoraka. To pripisujemo problemu stabilnosti uzoraka nakon pripreme - denatu-
racije. Ipak je mogu¢e da na rezultate utje£e djelomi£na renaturacija. Ipak i iz
takvih rezultata denaturiranih uzoraka razvidno je kako karakteristi£na duljina u
cijelom mjerenom intervalu koncentracija pokazuje ovisnostL Œc� 0:5 te kako je
veli£ina karakteristi£ne skale za denaturiranu DNA neznatno manja od skale za
nativne uzorake u podru£ju niºih koncentracija,c @0:4 mM .

U prija²njim radovima [25, 27] karakteristi£ne duljine relaksacija HF moda
interpretirane su kao mjera korelacijske duljine� . Ako zadrºimo takvu interpre-
taciju karakteristi£ne duljine onda prikazane rezultate zaNaDNA u £istim vode-
nim otopinama moºemo razumjeti na slijede¢i na£in. Na vi²im koncentracijama,
c A1:3 mM DNA se nalazi u obliku dvostruke uzvojnice i detektiramo de Gennes
duljinu � dvolan£ane DNA koja se o£ekivano pona²a kaoL Œc� 0:5. Na koncentra-
cijama izmežu 0:4 mM @c @1:3 mM se dogaža prijelaz-denaturacija, i pona²anje
karakteristi£ne skale je nede�nirano. Na kraju, na koncentracijama manjim od
c @0:4 mM sva DNA denaturira i nalazi se u obliku jednog lanca. Jednolan£ana
DNA je �eksibilni bioPE, donekle sli£an HA pa se i za nju pona²anjeL Œ c� 0:5

koje uo£avamo u podru£juc @0:4 mM moºe 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 nativnu DNA na niskim
koncentracijama jednaka konformaciji dobivenoj procedurom termi£ke denatura-
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Slika 3.2: Koncentracijska ovisnost karakteristi£ne skale nativnih (crni kvadrati) i
denaturiranih (crveni kvadrati) £istih vodenih otopina. Sve crte prikazuju ovisnost
L Œc� 0:5, a mežusobna udaljenost crnih crta je nazna£ena na slici.
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cije DNA jer vidimo da se karakteristi£ne skale na koncentracijama manjima od
c @0:4 mM ne poklapaju. Svakako, s obzirom na kompleksnost procesa dena-
turacije i mogu¢nost djelomi£ne renaturacije DNA, ne o£ekujemo od DS metode
potpuno kvantitativno poklapanje rezultata. No, mogu¢e je pokazati kako se do-
biveni faktor razlike 1:62� 1:75 izmežu dva reºima nativne DNA poklapa s gore
iznesenom interpretacijom. Korelacijska duljina� je mjera za udaljenost poliiona
u otopini i ona je dana izrazom� Œˆbc• � 1~2 [29]. Prilikom denaturacije broj poli-
iona se udvostru£i (dvostruka uzvojnica� dva lanca), a k tome su i monomeri kod
jednolan£ane DNA izduºeni s 3:4 nm na 4:3 nm. Stoga je omjer karakteristi£nih
skala

Lds

L ss
� ‹

bds

bss

cds

css
•

� 1~2

� ‹
0:34nm
0:43nm

1
2

•
� 1~2

� 1:6 (3.1)

Teorijski omjer korelacijskih duljina ssDNA i dsDNA je vrlo blizu eksperimentalno
odreženom uz pomo¢ DS-a i stoga se lako moºe ustvrditi pojava denaturacije sni-
ºavanjem koncentracije DNA otopljene u £istoj vodi i zaklju£iti 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 kaºe da je apsorpcija A elektromagnet-
skog zra£enja proporcionalna koncentraciji otopljene tvari c i duljini puta zrake
kroz uzorak l, a konstanta proporcionalnosti� 1 se naziva ekstinkcijski koe�cijent.
Napomenimo pri tome kako je apsorpcija eksponent, s kojim opadaintenzitet zra-
£enja pri prolazu kroz otopinu (pad je eksponencijalan,e� �cl •. Zbog te eksponen-
cijalne apsorbcije mjerenja apsorpcije se mogu izvesti u relativno uskom rasponu
koncentracija oko A=1. Odreženo pro²irenje koncentracijskograspona se postiºe
promjenom duljine uzorka - puta svjetlosti kroz uzorak.

Vrlo rano je ustanovljeno kako dvolan£ana DNA ima oko 40% manjiekstinkcij-
ski koe�cijent od jednolan£ane iste masene koncentracije [42]. Stoga se, u principu,
iz izmjerene apsorpcije uzorka poznate koncentracije moºe odrediti konformacija
DNA. Originalna mjerenja apsorpcije Na- i MgDNA [43] pratila su denaturaciju
promjenom temperature te ovisnost denaturacijskog prijelazao koncentraciji DNA
i dodane soli.

Na slici 3.3 prikazana su na²a mjerenja ovisnosti ekstinkcijskog koe�cijenta o
koncentraciji za DNA uzorke otopljene u 1 mM soli (za koje se stogazna da su u
dvolan£anoj konformaciji) i za DNA uzorke u £istoj vodi - koji odgovaraju uzor-
cima na kojima je primije¢ena promjena u ovisnosti karakteristi£ne skale dobivene
DS mjerenjima. Kao ²to smo rekli, ova mjerenja bi trebala ukazati na pojavu
denaturirane DNA na niskim koncentracijama tako ²to bi detektirala pove¢ani
ekstinkcijski koe�cijent � .

1ova veli£ina nije povezana s dielektri£nom konstantom osim ²to se uvrijeºilo kori²tenje istog
simbola.
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Slika 3.3: Koncentracijska ovisnostL (a) i ekstinkcijskog koe�cijenta (b) NaDNA
otopina u £istoj vodi (otvoreni simboli) i u otopini s dodatkom1mM NaCl-a (puni
simboli). Na niºim koncentracijama NaDNA u £istim vodenim otopinama je u ss,
a na vi²im koncentracijama u ds obliku ²to je i shematski prikazano.

Dobiveni rezultati za � imaju relativno veliki rasap i po na²em iskustvu pro-
izlazi kako je to intrinsi£no svojstvo tehnike. Naime, svaka prikazana vrijednost
"ˆc• za otopine u 1mM soli dobivena je kao prosje£na vrijednosti od 100 mjere-
nja (mjerenjem 10 setova otopina cjelokupnog raspona koncentracija, od kojih je
svaka otopina mjerena po 10 puta). Stoga ni ne £udi da mjerenjaza £iste vodene
otopine pokazuju jo² ve¢i rasap, budu¢i da se ovdje jo² javlja iproblem renatura-
cije - dakle nestabilnosti uzorka. Ipak se moºe u istom koncentracijskom rasponu
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Slika 3.4: Koncentracijska ovisnostL za £iste vodene otopine NaDNA (otvoreni
simboli) i Na-HA (crne to£ke) [102] te korelacijske duljine odrežene SAXS-om [30]
za NaDNA (zeleni kvadrati) i Na-HA (plavi kvadrati). (a), (b) kon centracijska
ovisnost je izraºena u mM naboja poliiona a (c), (d) kao veli£ina mreºe poliiona.

koji nalazimo i u DS mjerenjima o£itati promjena ekstinkcijskog koe�cijenta od
40% - upravo vrijednost koja se o£ekuje za promjenu DNA iz ds u ss oblik - ko-
respondencija je to koju smatramo potvrdom na²e interpretacije rezultata DS za
NaDNA.

Kako se HF relaksacija povezuje s de Gennes korelacijskom duljinom � to na-
lazim LHF potrebnim usporediti s eksperimentalno dobivenim vrijednostima � ,
koja se uobi£ajeno dobivaju metodom raspr²enja X-zraka u male kutove (SAXS)
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Ref. [108]. Na slici 3.4 (a) su dani sirovi podaci. To£ke ozna£enesa SAXS pred-
stavljaju korelacijsku duljinu [30] dobivenu kao 2� ~q‡, gdje jeq‡ 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 veli£ina PE mreºe, tj. skala prosje£ne
udaljenosti poliionskih lanacaˆbn• � 1~2. Prikazom na ovoj skali vidim kako rezul-
tati za razli£ite PE, tj. NaHA i NaDNA podaci padaju na jedinstveni pravac, 3.4
(c). Uo£imo i kako su pravci za SAXS i DS rezultate razli£iti: razlika izmežu DS
rezultata za LHF i SAXS rezultata za� iznosi 2� , tj. uklju£enjem predfaktora 2�
u LHF dvije veli£ine se preklope i za NaDNA i za NaHA, slika 3.4 (d). Ako se upo-
trijebi samo taj predfaktor, bez kori²tenja skale mreºe preklapanja rezultat nema,
slika 3.4 (b). Mogu¢nost uvoženja predfaktora 2� proizlazi iz prirode difuzijskog
gibanja protuiona, tj. Einsteinova relacija izmežu karakteristi£nog vremena i skale
moºe sadrºavati predfaktor reda veli£ine 1.

Iz iznesenog se moºe zaklju£iti kako DS metoda mjerenjem dinamike PE sus-
tava pruºa osnovnu informaciju o strukturi PE sistema - korelacijsku duljinu.

3.1.2 DS mjerenja DNA s dvovalentnim protuionima

x

(b)

LHF

(a)

Slika 3.5: Uslijed promjene sastava otopine, npr. dodavanjem soli (plavi i crni
ioni) mijenja se proteºnost atmosfere (a) ali se ne mijenja korelacijska duljina �
(b).
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Zna£ajno pitanje koje se dalje postavlja jest mjeri li DS metodaproteºnost
protuionske atmosfere kaoLHF , koji zatim samo trebamo reskalirati kako bismo
dobili korelacijsku duljinu � ili zaista u Einsteinovoj jednadºbi treba upotrijebiti
predfaktor 2� , tj. L2 � 2�D� , gdje je onda proteºnost protuionske atmosfere
� � 2�L HF . U dosada²njoj primjeni DSa ovo pitanje nije postavljeno i autori su
se zadovoljavali dobivanjem zakona potencije koji odgovarasustavu i modelu koji
su istraºivali, dakle, istraºivali su zakone skaliranja, ali ne iapsolutne vrijednosti
parametara koji opisuju PE sustav. Kako bismo istraºili proteºnostpoliionske
atmosfere potrebno je utjecati na parametre koji ju mijenjaju - a to je ionski sas-
tav. Drugim rije£ima, zadrºimo li poliionsku mreºu, a promijenimo sastav okolne
protuionske atmosfere mogli bismo DS metodom detektirati promjenu proteºnosti
ako DS mjeri samoLHF (slika 3.5 (a)), ili detektirati kako promjene nema, ako
DS mjeri � (slika 3.5 (b)). Uzorci DNA s promijenjenim protuionima (Mg2�

umjesto Na� ) te NaDNA u NaCl ili MgDNA u MgCl 2 dodanoj soli pripremljeni
su kako je opisano u Poglavlju 2. Na slici 3.6 (a) nativni uzorci MgDNA pokazuju
" � 20L~g cm� 1 ²to zna£i da su u ds obliku dok denaturirani uzorci MgDNA imaju
" � 29L~g cm� 1 ²to je vrijednost koja odgovara ss obliku DNA. Stoga zaklju£ujemo
da je nativna MgDNA u ds konformaciji u koncentracijskom intervalu u kojem smo
mi vr²ili istraºivanje - ne javlja se denaturacija sniºavanjem koncentracije kao za
NaDNA. DS metodom identi�cirali smo dva moda kao i u drugim sustavima te
dalje analiziramo samo visokofrekventni mod. Karakteristi£na skala L nativnih
uzoraka MgDNA u cijelom studiranom intervalu zadrºava ovisnosto koncentraciji
po zakonu potencijeL Œc� 0:5. Dakle, nativna, tj. netretirana MgDNA ne mijenja
svoju konformaciju. Na slici je prikazana karakteristi£na skalaHF moda i za ter-
mi£ki denaturiranu MgDNA, koja takožer pokazuje zakon potencije L Œc� 0:5, ali
i niºu vrijednost skale na istoj koncentraciji te zaklju£ujemoda je potonja zaista u
ss obliku, a netretirana, nativna u ds obliku i na najniºim koncentracijama. Dakle
MgDNA je stabilnija na denaturaciju od NaDNA, ²to je rezultat koji j e poznat iz
klasi£nih istraºivanja temperaturne ovisnosti ekstinkcijskog koe�cijenta, Ref. [43].
Uz MgDNA studirali smo DS metodom i Mn-DNA, koji je takožer dvovalentan
protuion, ali je poznato iz literature da snaºnije asocira s DNAlancima i mijenja
parametre denaturacije i stabilnost dvolan£ane DNA na druga£iji na£in od dvo-
valentnog Mg protuiona - dakle postoji i speci�£na asocijacijeprotuiona uz DNA
lanac, uz o£ekivano Coulombsko vezanje inherentno Manning kondenzaciji [94�98].
Na slici 3.7 (a) smo usporediliL £istih vodenih otopina DNA s jednovalentnim na-
trijevim s karakteristi£nom skalom za DNA u atmosferi dvovalentnih magnezijevih
ili manganovih protuiona. Nalazimo kako je iznos karakteristi£ne skale, dobivene
iz HF moda, u prisustvu dvovalentnih protuiona (neovisno o vrsti!) ve¢i u odnosu
na HF mod skalu DNA u prisustvu jednovalentnog Na - naravno, u relevantnom
podru£ju koncentracija iznad 1 mM gdje se NaDNA moºe smatrati dvolan£anom
te se stoga moºe usporeživati s dvolan£anom MgDNA. U literaturi postoji istraºi-
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vanje koje je pratilo promjenu skale, ali dodavanjem magnezijevih iona u otopinu
NaDNA i njihovo pove¢anje skale je u skladu s na²im rezultatom [109].

Slika 3.7 (b) prikazuje ovisnost duljinske skale o de Gennes korelacijskoj du-
ljini, tj. veli£ini mreºe koja odgovara rasponu koncentracija DNA na panelu (a).
Izraz za veli£inu mreºe� � ˆbc• � 1~2 ne uzima u obzir vrstu/naboju protuiona,
veli£ina mreºe mjeri udaljenost izmežu poliiona te stoga ovisisamo o koncentra-
ciji poliiona. Ovaj rezultat, ovisnost o valenciji protuiona zna£ajno ukazuje da
karakteristi£na duljina koja se dobiva DS metodom predstavlja²irinu/proteºnost
potencijalne jame - tj. debljinu protuionske atmosfere oko poliiona. Dakle, ako
prihvatimo interpretaciju skale HF moda kao proteºnost atmosfere onda proiz-
lazi kako je protuionska atmosfera pro²irena za slu£aj dvovalentnih u odnosu na
jednovalentne protuione, dok je za jednolan£anu DNA suºena (komprimirana) u
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Slika 3.6: Koncentracijska ovisnost ekstinkcijskog koe�cijenta (a) i LHF (b) na-
tivne (puni simboli) i denaturirane (otvoreni simboli) £iste vodene otopine Mg-
DNA.
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Slika 3.7: Usporedba koncentracijske ovisnosti karakteristi£neskale tri seta
NaDNA sa slike 3.2 (crni kvadrati) s MgDNA (plave to£kice) i MnDNA (zelene
to£kice) u ovisnosti o koncentraciji (a) i u ovisnosti o korelacijskoj duljini (b).

odnosu na dvolan£anu DNA za danu koncentraciju baza, tj. fosfatnih grupa i
njima pripadaju¢eg protunaboja. Parametar koji se mijenja izmežu ova tri sis-
tema jest jakost Manning kondenzacije. Za jednolan£anu DNA Manning faktor
je 2.5 puta ve¢i nego za dvolan£anu, dakle, 2.5 puta vi²e protuiona je slobodno
i formira protuionsku atmosferu. Za dvovalentne protuione, situacija je obrnuta,
kondenzacija je ja£a i 2 puta manje iona je slobodno. Okvirno,proteºnost at-
mosfere dana je Debye-Hückel duljinom� � 1 koja skalira obrnuto proporcionalno
korijenu koncentracije slobodnih iona u otopini:� � 1 Œc� 1~2. Sukladno tome, gore
navedeni faktori promjene udjela slobodnih naboja: pove¢anje od 2.5 za ssDNA
te smanjenje za 2 za MgDNA (ili MnDNA) vode na promjene veli£ine� � 1 za
1~

º
2:5 � 1:6 i 1~

º
0:5 � 1~1:4, dok su faktori koje uo£avamo za promjene skale HF

moda vrlo bliski: 1.65 i 1/1.3.
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3.1.3 Karakteristi£ne skale otopina DNA s dodanom soli

No, kako u otopinama bez dodane soli Debye-Hückelova duljina nije dobro
de�nirana (nema koiona, slobodnih iona suprotnog predznaka)to je ovaj izra£un
samo kvalitativne prirode. Stoga je slijede¢i korak istraºitiDNA u otopinama
s minimalnom koli£inom dodane soli £ime se postiºe situacija gdje je proteºnost
atmosfere de�nirana na ekstrinsi£an na£in. Tu se onda moºe izra£unati Debye-
Hückelova duljina i usporediti s karakteristi£nom skalom HF moda. Minimalne
koli£ine dodane soli su kori²tene kako bi tako de�nirane skale ostale usporedive
sa skalama za DNA u £istoj vodi. Na Sl.3.8 (a) dana je usporedba karakteristi£-
nih skala £istih vodenih NaDNA i MgDNA otopina (predstavljene kao linije) sa
skalama dobivenim za otopine varijabilne koncentracije DNA istalne koncentra-
cije dodane soli (to£ke). Na x-osi je skala koncentracije nabojaDNA c tako da
je ova usporedba zapravo usporedba skale za DNA s i bez dodane soli.Karakte-
risti£ne skale slanih NaDNA i MgDNA otopina se poklapaju s vodenima kada je
udio dodane soli u odnosu na intrinsi£nu koncentraciju protuiona zanemariv. No,
sniºavanjem DNA koncentracije, koncentracija dodane soli postaje dominantna te
je tada karakteristi£na skala zadana ionskom jakosti dodane soli. Ovo se na Sl.
3.8 (a) iskazuje kao zaravnjenje krivulja - nestaje ovisnost o koncentraciji DNA,
a koncentracija soli je stalna. Eksperimentalne to£ke su usporežene s teorijskim
vrijednostima DH duljine za navedene soli i koncentracije.

Shodno gore navedenom, prirodna skala za prikaz rezultata zaHF mod bila bi
DH duljina pojedine otopine� � 1 ŒI � 1~2

tot , de�nirana ukupnom koli£inom intrinsi£-
nih protuiona i dodane soliI tot � 2ci z2

i ~2� I s, gdje jeci koncentracija, azi valencija
protuiona, a I s ionska jakost dodane soli (NaCl ili MgCl2).

Upravo je ta skala predstavljena na Sl. 3.8 (b) gdje vidimo kako 3seta poda-
taka (iz panela (a)) padaju na zajedni£ki pravac - skala HF modaodgovara DH
duljini pojedine otopine, s konstantom proporcionalnosti bliskom 1.

Konstanta proporcionalnosti nije identi£no jednaka jedan jer nije ura£unat
efekt nehomogene raspodjele dodane soli u otopini. Koncentracija dodane soli je
najvi²a, £ak i vi²a od nominalno dodane, u blizini poliiona te opada s udaljeno²¢u
od poliiona. Stoga ve¢a odstupanja izmjerene skale od DH iznosao£ekujemo za
relaksacije ve¢e proteºnosti ²to je i eksperimentalno izmjereno. Na slici 3.8 (a)
odstupanja se redom pove¢avaju od relaksacije za 1 mM MgCl2, preko relaksacije
za 1 mM NaCl do relaksacije za 0.1 mM MgCl2 kako se i karakteristi£na skala
relaksacije pove¢ava.

3.1.4 Inducirani dipol i struktura otopine PE

Ito et al. [25] su dali interpretaciju kako DS metoda detektira relaksacije s
kojima se moºe povezati skala udaljenosti poliiona, tj. skicirali su periodi£ni po-
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Slika 3.8: Ovisnost o (a) koncentraciji karakteristi£nih skalaotopina MgDNA u
0.1 mM MgCl2 (sivi rombovi), MgDNA u 1 mM MgCl 2 (crni rombovi) i NaDNA
u 1 mM NaCl-a (crni kvadrati) [27]. Pravci pokazuju pona²anje vodenih otopina,
vidi sliku 3.7. Isprekidane crte predstavljaju iznos Debyeve duljine zasjenjenja za
0.1 mM MgCl2, 1 mM NaCl i 1 mM MgCl2. Panel (b) Prikaz istih podataka u
odnosu prema DH duljini koja prizlazi iz ionske jakosti dodane soli i koncentracije
protuiona za pojedinu DNA otopinu. Pravac na kojem se nalaze eksperimentalne
to£ke ukazuje na to kako skala HF moda odgovara DH duljini, s faktorom propor-
cionalnosti bliskim 1.
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tencijal koji se proteºe do polovine udaljenosti izmežu susjednih poliiona. To je
zapravo skala veli£ine mreºe poliiona, koju detektira SAXS i koja se povezuje s
de Gennesovom korelacijskom duºinom [29]. Drugi autori dali sui interpretaciju
kako se protuionska atmosfera preurežuje paralelno s poliionom DNA. Predloºili
su kako se inducirani dipol formira na skali nekog elementa kojise ponavlja u
strukturi DNA (duljina ustrajnosti, Kuhnova duljina) ili preko segmenta lanca
koji se nalaze izmežu kontakta lanca s drugim DNA poliionima [75�79, 81]. Pri-
mijetimo da i ovo potonje ima veli£inu de Gennesove korelacijske 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] sugeriraju Itovo okomito gibanje
na poliion za HF mod u MHz podru£ju, ali i dalje prevladava slika paralelnog
gibanja protuiona. Dapa£e £ak i nedavni rad, iz 2014. godinepreferira takvu
sliku [81]. Stoga je od interesa za podru£je polielektrolita,a ne samo DNA, ovdje
iznesena studija dielektri£ne spektroskopije u MHz podru£ju.

Na²a studija je ukazala na sljede¢e: Ovisnost karakteristi£nih skala otopina
DNA s dodanom soli je jedinstvena funkcija ionske jakosti, u ra£unu koje se,
uz dodanu sol, uzimaju samo slobodni protuioni - dakle samo oni i sudjeluju u
relaksaciji. Metoda DS detektira karakteristi£no vrijeme relaksacije induciranog
dipola koji formiraju ti slobodni ioni. Dipol je okomit na poliion, a veli£ina,
LHF mu se moºe odrediti kori²tenjem Einsteinove difuzijske jednadºbe, u kojoj je
predfaktor reda veli£ine 1. IakoLHF skalira s koncentracijom PE s eksponentom
0.5, kao i de Gennes korelacijska duºine� za polurazriježene otopine,LHF u
�zikalnom smislu nije � budu¢i da se te dvije skale razlikuju za iznos 2� . Uzimanje
u obzir ovog faktora bi zahtijevalo uno²enje u Einsteinovu jednadºbu predfaktora
reda 4� 2, ²to nije vjerojatno. No, £vr²¢i argument je pona²anjeLHF u uvjetima
kad se promjeni protuion iz jedno u dvovalentne ili kada se dodasol. SkalaLHF

se pri tome ne bi trebala promijeniti kada bi ona zaista re�ektirala strukturu
otopine, kako je predloºio Ito - no tome nije slu£aj. Iz ovih mjerenja izlazi kako je
relevantna skala za razumijevanje moda u MHz podru£ju koji se javlja za razli£ite
PE zapravo DH duljina, tj. inducirani dipol je veli£ine DH duljine, i bitno je
manji od razmaka izmežu poliiona - dijametar protuionske atmosfere je manji
od razmaka poliiona, Sl. 3.9. Ova slika je potvržena i istraºivanjem difuzije
�uorescentno obiljeºenih £estica kroz mreºu koju formiraju lanci DNA ili HA [30].
Naime obiljeºena, ali i elektri£no nabijena £estica (dsDNA fragment duljine 35 nm)
po£inje slobodno difundirati kroz PE mreºu tek kad veli£ina mreºe postane 150
nm. Naime, u toj situaciji se protuionska atmosfera probne £esticevi²e ne preklapa
s atmosferama susjednih poliiona - ²to zna£i da se atmosfere ne ²ire preko cijelog
slobodnog volumena. Op¢enito onda vrijedi kako bi u ve¢ini volumena izmežu
poliiona potencijal poliiona trebao biti zanemariv, a gusto¢a protuiona oko nule.

Ipak, ovdje je na mjestu primjedba kako za razriježene otopine LHF skalira s
koncentracijom PE s eksponentom 1/3. Vidljivo je to u rezultatima Ito-a, gdje se
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eksponent 1/3 javlja za sintetski polimer, kao i u radu grupe dr.Tomi¢ [28] gdje
se javlja za monodisperznu DNA. Isti eksponent vrijedi i za prosje£nu udaljenost
poliiona u razriježenim otopinama. Kako bi i inducirani dipol skalirao s istim eks-
ponentom, potencijal poliiona bi se morao protezati od jednog do drugog. Drugim
rije£ima, �informacija� o prisustvu susjednih poliiona, postojanje koje proizlazi iz
eksponenta 1/3, moºe proiza¢i samo ako su poliioni u kontaktu, dakle ako im je
potencijal protegnut preko cijelog volumena. Jedino u tomeslu£aju bi veli£ina in-
duciranog dipola skalirala s eksponentom 1/3. Mežutim, iako potencijal poliiona
ispunjava cijeli prostor, apsolutni iznost karakteristi£ne skale relaksacije, veli£ina
proteºnosti protuionske atmosfere je ograni£ena na podru£je gdje je potencijal
poliiona ve¢i odkT i o£ito je to podru£je 10 puta manje od udaljenosti izmežu
poliiona.

Slika 3.9: Odnos udaljenosti izmežu poliiona, ²irine potencijalne jame poliiona
i promjera DNA - u ovom primjeru 150 nm, 25-30 nm te 2.5nm, tim slijedom.
Slobodni ioni se ve¢inom nalaze unutar potencijalne jame, dok se kondenzirani
zadrºavaju u najve¢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 Manningove
teorije, podjelu protuiona na kondenzirane i slobodne. Kakobismo analizirali
eksperimentalne rezultate DS metode modelirali smo proteºnost protuionske at-
mosfere prema Debye-Hückelovoj duljini, za odreživanje kojesmo uzimali u obzir
samo slobodne protuione. Za DNA s jednovalentnim protuionima udio slobodnog
naboja po Manningu jef � 0:24, a s dvovalentnim protuionimaf � 0:12. Kon-
duktometrija bi trebala izravno pruºiti informaciju o udje lu slobodnih protuiona,
tj. udio protuiona koji sudjeluje u vodljivosti, pa tako i u dielektri£nom odzivu.
Podsje¢amo, DS metoda je u biti mjerenje vodljivosti u ovisnostio frekvenciji,
dok je konduktometrija zapravo samo analiza podataka mjerenja dobivenih na
jednoj frekvenciji. Za o£ekivati je kako analizom mjerenjavodljivosti moºemo
kvanti�cirati Manningov model i odrediti udio iona koji sudj eluju u vodljivosti
pa tako i u relaksaciji induciranih dipola. Osnovni korak u ovome istraºivanju je
bilo odreživanje vodljivosti monodisperznog uzorka DNA kao modelnog sistema
za koji je mogu¢e odrediti i ekvivalentne vodljivosti i difuzijske koe�cijente poje-
dine ionske vrste. Daljnji je korak bila provjera modela kroz parametar valencije,
tj. usporedba rezultata za DNA s jedno i s dvovalentnim protuionima.

3.2.1 Mjerenje vodljivosti razriježene, 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 o£ekivano. Na niºim koncentracijama se vod-
ljivost tretiranih i nativnih uzoraka poklapaju, a nakon c � 0:05 mM ve¢i iznos
vodljivosti imaju tretirani uzorci. Informativniji oblik z a analizu je vodljivost
normirana na koncentraciju, panel (b). Unato£ rasapu izmjerenih vrijednosti mo-
ºemo prepoznati kako je normirana vodljivost denaturiranihuzoraka neovisna o
koncentraciji. Vjerojatno je ovaj posljedica nestabilnosti i nehomogenosti denatu-
riranih uzoraka, gdje vjerojatno dolazi do renaturacije i nasumi£nog povezivanja
jednolan£ane DNA, ²to smo spomenuli i pri analizi DS rezultata. Normirana vod-
ljivost se za nativne uzorke pove¢ava smanjenjem koncentracije. Sve doc � 1 mM
ona je dvostruko manja u odnosu na vrijednost denaturiranih uzoraka dok se za
niºe koncentracije njena vrijednost pribliºava vrijednosti denaturiranih uzorka i
za c @0:05 mM vrijednosti su jednake. Udio slobodnih iona jednolan£ane DNA
je ve¢i od udjela slobodnih iona za dvolan£anu DNA i pove¢ana vodljivost jed-
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Slika 3.10: Rezultati konduktometrije NaDNA 146pb u £istoj vodi prije (puni
simboli) i poslije denaturacije na 97°C (otvoreni simboli). (a) Vodljivost otopine u
ovisnosti o koncentraciji naboja DNA (b) Vodljivost normirana koncentracijom u
ovisnosti o koncentraciji naboja DNA. Crtkana crta ozna£ava prosje£nu vrijednost
za denaturirane otopine. Ovim vrijednostima se, na najniºim koncentracijama,
pribliºavaju vrijednosti za nativne uzorke. Slike preuzeteiz [19].

nolan£ane DNA ne iznenažuje. No, upravo zato porast vodljivostiza dvolan£anu
moºemo prepoznati kao uzrokovanu denaturacijom DNA. U nastavku ¢u anali-
zirati kako vodljivost monodisperznog, razriježenog PE ovisi oudjelu slobodnih
iona. Po£eti ¢u od izraza 1.69 za vodljivost danog u Uvodu

� � fz pĉ � p � � i • (3.2)

gdje suf Manning udio slobodnih naboja,zp i c naboj i koncentracija monomera,
a � ozna£ava ekvivalentne vodljivosti poliiona i protuiona. Podsje¢am, ekviva-
lentna vodljivost jest vodljivost mnoºine od jednog mola naboja koji se nalazi na
odreženoj ionskoj vrsti. Npr., za dvovalentni ion to je onda vodljivost 0.5 mola
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toga iona, jer on nosi 1 mol naboja. Ekvivalentne vodljivosti jednostavnih, malih
iona su tabelirane, no nepoznanica je ovdje vodljivost poliiona koja proizlazi iz
� p, mobilnosti poliiona, tj. � P � F � p (F- Faradayeva konstanta). Mobilnost je
povezana sa samodifuzijskim koe�cijentom poliionaDp i njegovim nabojemQp

prema Einsteinovom izrazu [24]

Dp �
kT � p

eQp
(3.3)

te stoga

� p � FQpe
Dp

kT
(3.4)

Uvr²tenjem izraza 3.4 u izraz 3.2 dobije se

� � fz pĉ F fNz pe
Dp

kT
� � i • (3.5)

Ako normaliziramo vodljivost s koncentracijom dobiti ¢emo relevantniju veli£inu,
tj. normalizirana vodljivost je povezana s molarnom vodljivo²¢u Na� protuiona
� i � � Na � i DNA poliiona � p:

�
c

� 2f ˆ � Na � � � p• (3.6)

gdje faktor 2 ozna£ava broj naboja po monomeru dsDNA. Stoga ¢emoza poliion
u izrazu 3.4 uvrstiti Qp � 2fN te dobijemo

� p � F 2fN e
Dp

kT
(3.7)

Uvr²tavanjem izraza 3.7 u izraz 3.6 za vodljivost DNA, dobivamo

� ˆc•
c

� 2f � Na � � 4f 2ND pˆc•
F e
kT

(3.8)

Ovo je kvadratna jednadºba zaf ˆc• u kojoj su parametri Dpˆc• i � ˆc•

f ˆc•2 �
� Na �

Dpˆc• � cte:
f ˆc• �

� ˆc•
c

1
2Dpˆc• � cte:

� 0 (3.9)

Prija²nji izra£un nije uzeo u obzir asimetri£nost polja kojoj jeuzrok deformacija
atmosfere protuiona oko poliiona kada je polielektrolit podvrgnut vanjskom elek-
tri£nom polju [8,13,59]. Originalni Manningov rad je revidiran od strane Bordija
i suradnika [60] i iznesen u formi koju ¢u ovdje predstaviti. Efekt asimetri£nosti
polja se moºe uvaºiti na na£in da se napravi korekcija naf [13, 110] za faktor
B � 0:866. Tu vrijednost je izra£unao Manning i ona potje£e od razlike difuzijskih
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koe�cijenata protuiona u granici beskona£ne razriježenostii u blizini poliiona.
Asimetri£nost polja utje£e i na molarnu vodljivost poliiona� p. Stoga prvo treba
popraviti izraz za efektivni naboj poliiona

� œ
p � 2fBND œ

p
F e
kT

(3.10)

Drugo, treba popraviti difuzijski koe�cijent poliiona

D œ
p � Dp

1

1 � ND p

D Na �
� 2fB � 1� B

B

(3.11)

Kombiniranjem gornjih izraza dovodi do promjene izraza 3.6

�
c

� 2fB ˆ � Na � � � œ
p• (3.12)

Umetanjem izraza 3.10 i 3.11 u izraz 3.12 dobijemo izraz koji semoºe iskoristiti
za dobivanje udjela slobodnih protuiona

�
c � � Na �

� 2fB �
’

”
1 � 2fB

ND p

DNa �

1

1 � ND p

D Na �
� 1� B

B � 2fB

“

•
(3.13)

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

M ~Bxˆc•2 � ‹ 1 � AM
1� B

B
• xˆc• � A � 0 (3.14)

gdje M predstavlja ND p

D Na �
a A �

c� Na �
. A smo odredili eksperimentalno. Da bi mogli

rije²iti jednadºbu za svaku pojedinu vrijednost c s ciljem dobivanjaxˆc•, za koji
¢emo uzeti samo pozitivne vrijednosti koje su �zikalne, trebamo eksperimentalno
odrediti M kao funkciju od c.

U ovoj analizi vaºno je ponovo primijetiti kako radimo s monodisperznom
146bp DNA za koju postoji dobro de�niran difuzijski koe�cijent i koji je mjeren
�uorescencijskom korelacijskom spektroskopijom (FCS) [19]. Difuzijski koe�cijent
opada kako koncentracija DNA raste. Za 0:05 mM @c @2 mM difuzijski koe�ci-
jent ne ovisi o koncentraciji dok za vi²e koncentracije opada.Ovaj pad koincidira s
prijelazom u polurazriježenu otopinu, dakle fragmenti DNA ustalnom su kontaktu
i po£inju zauzimati zna£ajan udio volumena dostupnog za difuziju njih samih -
upravo se samodifuzijski koe�cijent stoga smanjuje.

Iz eksperimentalno odreženihA i M sada moºemo izra£unati koncentracijsku
ovisnost udjela slobodnih protuiona, vidi sliku 3.12 Ovisno da lismo prilikom
ra£unanja f uzeli u obzir asimetri£nost polja (izraz 3.13) ili ne (izraz 3.9) iznos
je ne²to ve¢i ili manji. No, neovisno o uklju£enju asimetri£nostipolja na niºim
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Slika 3.11: Koncentracijska ovisnost difuzijskog koe�cijentaza 146 bp DNA poliion
izmjerena �uorescencijskom korelacijskom spektroskopijom (FCS). Puni simboli
predstavljaju mjerenje u £istoj vodenoj otopini, otvoreni simboli u 10 mM puferu
a crveni simbol je mjerenje za ss 146 bp DNA.

koncentracijama iznosf je bliºe teorijskoj vrijednosti f � 0:62 za jednolan£anu
DNA, a na vi²im koncentracijama za dvolan£anu,f � 0:24. Svakako, promjena
reºima odvija se u podru£ju 0:05 mM @c @1 mM . Na slici 3.13 smo usporedili
na²e vrijednosti s vrijednostima dobivenima osmometrijom za polidisperzne, po-
lurazriježene DNA [111]. Poklapanje osmometrije je bolje s na²im vrijednostima
bez uklju£enog efekta asimetri£nog polja.

3.2.1.2 Dvovalentni ioni i dodana sol

Gore izneseni modeli postavljaju Manningov parametarf u sredi²te analize. Iz-
ravna provjera bila bi konduktomerija DNA 146bp s dvovalentnim protuionima,
budu¢i da je parametarf obrnuto proporcionalan valenciji protuiona. Stoga smo
izveli konduktometriju uzoraka DNA 146bp (set koncentracija0.03-10 mM) u vo-
denoj otopini bez dodane soli, NaDNA i MgDNA te takožer setova uzoraka u
otopini s dodanom soli, 1 mM NaCl za NaDNA uzorak i 1 mM MgCl2 za Mg-
DNA. Takožer smo usporedili i vodljivost NaDNA za dva seta otopina razli£ite
pripreme, s i bez prethodne dijalize uzorka. Sve rezultate vodljivosti smo izravno
prera£unali u udjele slobodnih ionaf prema modelu iznesenom u prethodnom
poglavlju i prikazali ih na slici 3.14. Za DNA otopine s dodanomsoli, iz rezultata
vodljivosti je jednostavno oduzeta vodljivost otopine soli, 126 � S/cm za 1 mM
NaCl i 242 � S/cm za 1 mM MgCl2 i zatim je provedena gornja analiza.

Odmah je uo£ljivo kako je udio slobodnih iona za MgDNA u £istoj vodi i u
otopini s dodanom soli, okvirno dvostruko manji nego za odgovaraju¢e NaDNA
otopine. Izravna je to i kvantitativna potvrda validnosti Manningova modela.
Posebice je zna£ajno ²to se u otopinama s dodanom soli ne javlja ovisnost f o

90



3.2. RASPODJELA PROTUIONA: UDIO SLOBODNIH I
KONDENZIRANIH

� �����

�� �	 �� �
 �� �� �� � �� �

�

��


���

��



� � �

�����

�����

����� �������
������� ��������


Slika 3.12: Ovisnost udjela slobodnih protuionaf o koncentraciji monmera, za
146bp DNA. Puni simboli predstavljajuf ˆc• izra£unat prema izrazu 3.9 dok otvo-
reni simboli predstavljaju f œ̂c• izra£unat po izrazu 3.13 u kojeg je uklju£en efekt
asimetri£nosti polja. Crtkane linije su teorijske vrijednostif � 0:24 za dsDNA i
f � 0:62 za ssDNA.

koncentraciji PE, a omjer 1:2 je jo² jasnije de�niran. Neovisnost udjela slobodnih
iona u Manning teoriji predvižena je zapravo za otopine bez dodane soli (za kakve
je teorija i izražena), a na²i rezultati pokazuju kako za otopine bez dodane soli
dolazi do dekondenzacije, tj. pove¢anja koe�cijentaf , sa sniºenjem koncentracije
poliiona. Dok smo u prethodnom poglavlju ovaj proces pripisali denaturaciji koja
se javlja sa sniºavanjem koncentracije DNA u okoli²u bez dodane soli, sada 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,
jo² smo u uvodu naveli kako su i ekvivalentne vodljivosti monodisperznih sintet-
skih poliiona [13, 18] ovisne o koncentraciji ²to zajedno potvržuje f kao veli£inu
ovisnu o koncentraciji PE. Kvalitativno, porast f se moºe objasniti preko koncepta
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Slika 3.13: Ovisnost udjela slobodnih protuionaf o koncentraciji monomera, za
146bp DNA. Podaci za f (kvadrati) su dobiveni iz konduktometrije, bez uzimanja
u obzir efekta asimetrije polja. Kriºi¢i predstavljaju vrijednosti izmjerene osmo-
moterijom [111].

difuzijskog potencijala kojeg je razvio Manning [56]. Naime,lokalna koncentracija
kondenziranih protuiona oko poliiona je reda 1 M, a u otopinije za redove veli£ina
njihova koncentracija niºa te se moºe de�nirati difuzijski potencijal kondenziranih
protuiona. Drugim rije£ima, entropija protuiona se suprotstavlja elektrostatskom
efektu, kondenzaciji. Za o£ekivati bi bilo kako je difuzijski potencijal ve¢i u otopini
bez dodane soli nego u otopini s dodanom soli, ali je interesantno kako ve¢ 1 mM
dodane soli stabilizira efekt kondenzacije za PE. Drugim rije£ima, u slobodnoj
energiji polielektrolita postoji i entropski doprinos od mije²anja protuiona i taj
doprinos postaje zanemariv £im u PE otopini postoji i minimalnakoli£ina dodane
soli.

Manning je modelirao poliion kao beskona£no dugu i tanku liniju s to£kastim
nabojima mežusobno udaljenima za duljinub. Kada se ura£una odbijanje izmežu
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Slika 3.14: Ovisnost udjela slobodnih protuionaf o koncentraciji monomera, za
146bp DNA. Predstavljeni su rezultati za DNA u otopini bez dodane soli, NaDNA
s crnim, a MgDNA sivim to£kama. Za NaDNA prikazana su 2 seta, s i bez koraka
dijalize u sklopu pripreme uzoraka (set podataka S-oblika, bez dijalize, je ve¢ bio
prikazan na prethodnim slikama). Otvoreni simboli prikazujuovisnost f za DNA
146 bp u otopinama s dodanom soli: NaDNA u 1 mM NaCl i MgDNA u 1 mM
MgCl2. Crtkane linije prosje£na su vrijednostf 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, a pri tome zasjenjenih
na udaljenostima ve¢im od DH duljine, dobiva se doprinos slobodnoj energiji po
molu naboja u jedinicamakT

gel � � ˆ1 � zf •2�ln ˆ1 � e� �b • (3.15)

Netz [22, 23] je druga£ije modelirao poliion - kao duga£ki, ²uplji kondenzator ²to
je i jedina razlika u odnosu na Manningov model. Elektrostatska energija, po
jedinici duljine, beskona£no dugog cilindri£nog kondenzatora unutarnjeg radijusa
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a i vanjskog radijusaL, s linearnom gusto¢om nabojaq~2a, u jedinicamakT glasi

gel � ˆ1 � zf •2� lnˆL~a•~4a (3.16)

Ove razli£ite po£etne postavke u ra£unu za slobodnu energiju vode na to da Man-
ningov f ne ovisi o koncentraciji

f �
1
�

(3.17)

a u Netzovu modelu se javlja logaritamska ovisnost - porast udjela slobodnih iona
ka niºim koncentracijama u sustavu bez dodane soli.

f �
1
�

Œ1�
lnˆc~c‡•
lnˆL~a•

‘ (3.18)

Na slici 3.14 uneseni su teorijski pravci na bazi gore iznesenog modela. Isho-
di²na to£ka je Manningovf � 1~� (0.24 za Na i 0.12 za Mg) koji vrijedi oko i ispod
grani£ne koncentracije izmežu nerazriježenih i razriježenih otopina - u slu£aju
DNA 146 bp to je 5 mM. Dakle, porast vodljivosti za MgDNA bi bio posljedica
dekondenzacije, a ne denaturacije. Analogan porast (pa i oblikom krivulje) javlja
se i za jedan od NaDNA setova. Za drugi set (S-oblika, prikazan i u prethod-
nom poglavlju) javlja se i doprinos vodljivosti koji jest posljedica denaturacije -
koja takožer pove¢ava udio slobodnih protuiona. Zapravo, podsjetio bih kako je
denaturacija u osnovi uzrokovana dekondenzacijom -jer ova slabi zasjenjenje na-
boja izmežu sparenih DNA lanaca koji se stoga po£inju sve ja£e odbijati i dolazi
do kidanja vodikovih veza, razdvajanja lanaca - denaturacije - koja onda vodi na
daljnju dekondenzaciju. Ovdje je primjetna £injenica kakof dvaju setova uzo-
raka NaDNA u vodenoj otopini pokazuje razli£itu ovisnost o koncentraciji, kao i
razli£itu zavr²nu vrijednost na najniºoj mjerenoj koncentraciji. Radi poja²njenja
najjednostavnije je ukazati na mogu¢u nesavr²enost pripreme uzoraka. Ako je
u setu NaDNA uzoraka koji nije pokazao denaturaciju ve¢ samo dekondenzaciju
preostala prilikom dijalize neka manja koli£inâ @5%• dvo ili vi²evalentnih protu-
iona ovi ¢e mjerljivo odgoditi denaturaciju. Pri tome ¢e i dalje ve¢ina prisutnih (i
kondenziranih i slobodnih) protuiona biti Na� , koji ¢e i dalje de�nirati vodljivost
i koji ¢e se i dalje dekondenzirati, kako je modelirao Netz.

3.2.2 Mjerenje vodljivosti polurazriježene, polidisperzne

DNA

Mjerenja DS metodom i konduktometrijom jesu istraºivanja dinamike, koja
neizravno daju informaciju o strukturi poliiona ili PE otopine. Glavnina na²ih
rezultata DS metodom je nastala na polidisperznim uzorcima DNAi HA, u po-
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Slika 3.15: Prikaz ekvivalentne vodljivosti (vodljivosti normirane na koncentraciju
fosfata DNA), u ovisnosti o koncentraciji fosfata DNA za nativne (crni kvadrati)
i denaturirane (crveni kvadrati) otopine NaDNA u £istoj vodi. Isprekidane crte
na vrijednostima 30�Scm � 1~mM i 100 �Scm � 1~mM su dane kako bi se olak²ala
usporedba tri seta mjerenja.
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lurazriježenim otopinama. Istraºio sam i koliko konduktometrija takvih sustava
moºe pridonijeti dosad prikazanome. U principu, budu¢i da jeDNA polidisperzna
i kako postoji preklapanje lanaca, ne postoji dobro de�niran difuzijski koe�cijent
za poliione u takvom sustavu, pa tako niti jasan oblik ekvivalentne vodljivosti za
te poliione. U uvodu smo prikazali postojanje modela koji problem vodljivosti
poliiona u polurazriježenoj otopini svode na problem nezavisnih entiteta, kore-
lacijskih volumena, koji su takožer i monodisperzni. Na slici 3.15 prikazana je
ovisnost ekvivalentne vodljivosti NaDNA, u vodenoj otopini bez dodane soli, o
koncentraciji fosfatnih grupa, � vs c. Ekvivalentna vodljivost je dobivena normi-
ranjem izmjerene vodljivosti s ukupnom koncentracijom naboja u otopini, a koja je
dana koncentracijom fosfatnih grupa. Takožer je prikazana ovisnost i za termi£ki
tretiranu, denaturiranu DNA. Naime, u pitanju su isti setovi uzoraka na kojima
je izvedeno mjerenje DS metodom, a ovdje navedene vodljivosti su zapravo vrijed-
nosti vodljivosti na 100 kHz zabiljeºene u impedancijskim spektrima. Ekvivalentna
vodljivost nativnih, netretiranih NaDNA uzoraka se pove¢ava smanjenjem koncen-
tracije. Po£etna vrijednost je stabilnih 35�Scm � 1~mM dok vrijednost na najniºim
koncentracijama varira izmežu 75� 100 �Scm � 1~mM . Kako prema niskim kon-
centracijama o£ekujemo da DNA mijenja oblik iz dvolan£anog ujednolan£ani, na
²to upu¢uju i DS i UVS eksperimenti na ovim istim uzorcima, to je ta varijabil-
nost posljedica nestabilnosti sastava takve DNA na granici denaturacije. Ukratko,
sniºavanjem koncentracije ekvivalentna vodljivost poraste izmežu 2 i 3 puta. Za
denaturirane uzorke nestabilnost sastava je pove¢ana pa tako i varijabilnost rezul-
tata vodljivosti, no i ovdje se javlja porast vodljivosti sniºavanjem koncentracije,
u rasponu od 50�Scm � 1~mM do 100 �Scm � 1~mM . Razlika ekvivalentne vod-
ljivosti iznad 0.3 mM za nativne i tretirane (denaturirane) DNA morala bi biti
posljedica razlike u broju slobodnih iona za jedno i dvolan£anu DNA. Ispod 0.3
mM tretirani i netretirani setovi uzoraka daju istovjetna pona²anja i vrijednosti
ekvivalentne vodljivosti te zaklju£ujemo kako su DNA uzorci u tom podru£ju ve¢i-
nom u denaturiranom stanju. No, kontinuirani porast ekvivalentne vodljivosti sni-
ºavanjem koncentracije za ve¢ denaturiranu DNA moºe biti posljedica i promjene
koncentracije naboja u sustavu zbog dekondenzacije - pove¢anja udjela slobodnih
iona (²to smo opisali za monodisperzne DNA) i promjene difuzijskog koe�cijenta
promjenom konformacije poliiona, tj. strukture otopine pri razrježivanju (odgo-
varaju¢i modeli predstavljeni su u Uvodu). Kako bismo razdvojili ove utjecaje
mjerili smo jo² nekoliko polidisperznih, polurazriježenih PEsustava. Na slici 3.16,
lijevo prikazana je ekvivalentna vodljivost za MgDNA, tj. DNA s Mg protuionima.
Kao i u slu£aju monodisperzne, razriježene MgDNA 146bp ne javlja se denatu-
racija sniºavanjem koncentracije DNA u otopini bez dodane soli, ²to je razvidno
i iz mjerenja ekstinkcijskog koe�cijenta, koji pokazuje standardnu vrijednost za
dvolan£anu DNA preko cijelog koncentracijskog raspona. Nadalje, ekvivalentna
vodljivost MgDNA upravo je dvostruko manja od vodljivosti NaDNA ²to smo ta-
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kožer prije uo£ili kod DNA 146bp i interpretirali kao posljedicu smanjenja broja
slobodnih naboja, tj. dvostruko manjegf za dvovalentni sustav. Ni kod MgDNA

Slika 3.16: Lijevo. Koncentracijska ovisnost � £iste vodene otopine MgDNA.
Isprekidana crta ozna£ava vrijednost od � � 15 �Scm � 1~mM .(desno) Koncen-
tracijska ovisnost ekstinkcijskog koe�cijenta nativne (crne to£ke) i denaturirane
(crvene to£ke) £iste vodene otopine MgDNA. Isprekidane crte ozna£avaju iznos
ekstinkcijskog koe�cijenta ds i ss oblika DNA.

nije mogu¢e razlikovati doprinos kondenzacije od doprinosakonformacije ukupnom
porastu vodljivosti ka niºim koncentracijama. Ipak, zna£ajno je primijetiti kako
su rasponi promjene ekvivalentne vodljivosti isti za polidisperzne, polurazriježene
kao i za monodisperzne, razriježene sustave NaDNA i MgDNA. Dakle, iako samo
potonji imaju dobro de�niran i koncentracijski neovisan difuzijski koe�cijent po-
liiona, moglo bi se zaklju£iti kako isto vrijedi i za prvonavedene sustave. Ovakva
situacija bi bila mogu¢a ako se zaista vodljivost nasumi£nog namotaja, koji £ini
duga£ka DNA u otopini, moºe predstaviti kao vodljivost niza slobodno povezanih
segmenata, korelacijskih ili elektrostatskih volumena, a kojine mijenjaju veli£inu
promjenom koncentracije PE. K tome bi taj volumen trebao imati difuzijski koe�-
cijent blizak onome za DNA 146pb, kako bi vodljivosti pri istim koncentracijama
bile podjednake. Ovakav scenarij nije nemogu¢, budu¢i da je DNA 146bp fragment
duga£ak 50 nm - ²to je upravo duljina ustrajnosti DNA. Dakle, gibanje duga£kog
namotaja DNA pod utjecajem vanjskog elektri£nog polja mogli bismo razumjeti
kao gibanje mno²tva slobodnih Kuhnovih segmenata (duljina im je 100 nm) kak-
vima se u jednostavnom modelu opisuje polimere. U takvom scenariju, promjena
vodljivosti bi dolazila od promjene naboja, od dekondenzacije, a ne od promjene
konformacije. Za DNA 146bp mjerenja u dodanoj soli su nam potvrdila utjecaj
dekondenzacije na vodljivost pa sam ih proveo i za MgDNA, uz minimalnu koncen-
traciju dodane soli od 0.033 mM. Minimalna koncentracija je kori²tena kako bih ²to
lak²e oduzeo taj doprinos vodljivosti sustava pri ra£unu �. Kao iza DNA 146pb u
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Slika 3.17: (Lijevo) Koncentracijska ovisnost ekvivalentne vodljivosti � £istih vo-
denih (puni krugovi) te 0:033mM MgCl2 (prazni krugovi) otopina MgDNA i £istih
vodenih (puni krugovi) te 1 mM NaCl (prazni krugovi) otopina NaDNA. (desno)
Koncentracijska ovisnost � £istih vodenih (puni krugovi) te 1 mM MgCl2 (prazni
krugovi) otopina MgDNA 146bp te £istih vodenih (puni krugovi) i 1 mM NaCl
(prazni krugovi) otopina NaDNA 146bp [112]. Radi usporedbe, isprekidane crte
su povu£ene na istoj vrijednosti i za kratke i duge MgDNA i NaDNA. Sve pune
crte su identi£nog nagiba koji iznosi 20% po dekadi.

ovakvom sustavu ne javlja se vi²e ovisnost ekvivalentne vodljivosti o koncentraciji
- dodana sol potiskuje dekondenzaciju. Zaklju£ili bismo onda kako je promjena
vodljivosti s koncentracijom zaista posljedica samo promjene udjela slobodnog na-
boja u PE sustavima, dok varijacija konformacije nema utjecaja. Takožer bismo
zaklju£ili i kako je doprinos vodljivosti poliionskog podsustava podjednak kao i za
monodisperzni poliion DNA 146pb. Na slici 3.17 lijevo prikazanesu ekvivalentne
vodljivosti polidisperznih, polurazriježenih NaDNA i MgDNA s i bez dodane soli.
Na slici desno su odgovaraju¢i podaci za DNA 146pb. Kvalitativno ikvantitativno
rezultati odgovaraju¢ih dugih i kratkih (polurazriježenih i razriježenih) DNA su
sukladni i potvržuju gornje zaklju£ke: u prisustvu dodane soli ne javlja se dekon-
denzacija i ekvivalentna vodljivost je konstantna. Drugim rije£ima, konformacija
ne utje£e na promjenu vodljivosti duga£kih DNA, a svakako niti navodljivost krat-
kih ²tapi¢astih 146bp DNA. Jedini utjecaj konformacije na vodljivost jest utjecaj
denaturacije. No ni pri denaturaciji nije klju£na promjena difuzijskog koe�cijenta
ve¢ naglo slabljenje Manning kondenzacije i pove¢anje brojaslobodnih naboja u
sustavu. Na kraju, dekondenzacija kao op¢e svojstvo PE bez dodane soli je pret-
postavljena u Netzovom modelu predstavljenom u pro²lom odjeljku. Pune linije
prikazane na svim panelima u slici 3.17 imaju isti nagib i to je nagib koji odgovara
Netzovom modelu za dvovalenetne protuione. Dodatno sam izmjerio i vodljivost
Na-HA u vodenoj otopini bez i s (0.1 mM NaCl) dodanom soli, slika 3.18. I ovdje
se ovisnost o koncentraciji gubi s dodavanjem soli, ²to bi ponovo navelo na zaklju-
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Slika 3.18: Koncentracijska ovisnost ekvivalentne vodljivosti � £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 uzorke nagiba koji
iznosi 20% za promijenu koncentracije za faktor 10.

£ak kako dodavanje soli potiskuje dekondenzaciju. No, HA je slabonabijeni PE,
linearne gusto¢e naboja niºe od Manning kriterija za kondenzaciju, pa se koncept
dekondenzacije ne bi trebao mo¢i koristiti. Kao predmet diskusije ostaje pitanje
javlja li se i kod slabih PE neka preraspodjela naboja koja mijenja udio protuiona
koji sudjeluju u elektri£nom transportu.

3.3 Osmotska mjerenja SAXS pristupom

Teorijski modeli koji opisuju potencijal poliiona i raspodjelu protuionske at-
mosfere [15,20,21,56,113,114] uglavnom kao eksperimentalni test predvižaju po-
na²anje i iznos osmotskog tlaka. Odgovaraju¢e eksperimentalnestudije usmjerene
su na podru£je vi²ih koncentracija od 1 mM, sve do 1 M. Na slici 3.19 prikazana je
jednadºba stanja DNA, tj. ovisnost osmotskog tlaka o koncentracijimonomera te
u ovisnosti o dodanoj soli. Jednadºba stanja DNA je dobro modelirana od strane
Hansena i koautora [113] koji su rje²avali nelinearnu PB jednadºbu za ²uplji ci-
lindri£ni poliion, kona£nog radijusa (za razliku od Manningmodela gdje je r=0)
u osnovi, unaprijedili su Lifson-Katchalsky model i koristili mogu¢nosti dobivanja
numeri£kih rje²enja.

Na koncentracijama vi²im od 0.5 M i poliion zna£ajno doprinosi osmotskom
tlaku [115], ²to se vidi i na slici 3.19 kao pove¢anje nagiba � vs.c krivulja,
prema ovisnosti � c9~4 koja se ina£e uo£ava za nenabijene polimere. Na niºim
koncentracijama (rezultati ozna£eni plavom elipsom na slici3.19), doprinos poli-
iona je zanemariv te osmotski tlak reguliraju protuioni. Ovisnost osmotskog tlaka
DNA u otopinama bez dodane soli je �Œc9~8. Ovaj eksponent donekle iznena-
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Slika 3.19: Ovisnost logaritma osmotskog tlaka o koncentracijiDNA, za razli£ite
ionske jakosti otopine. Podaci preuzeti iz [111,116�118]

žuje budu¢i da se u modelima koji studiraju Manning kondenzaciju ili op¢enito
raspodjelu protuiona i predlaºu test modela kroz mjerenja osmotskog tlaka, pret-
postavlja uobi£ajena linearna ovisnost tlaka i broja slobodnihiona, kao, uostalom,
i za vodljivost. Rezultate osmometrije i konduktometrije povezuje odnos izmežu
udjela slobodnih protuionaf , koji daje konduktometrija i osmotskog koe�cijenta
o. Veza ova dva parametra naºalost proizlazi samo iz razli£itihmodela, pregled
kojih moºemo na¢i u radu Wandrey et al. [18]. Razlike unutar modela su za-
pravo unutar gre²ke mjerenja obaju metoda i zasad nije mogu¢e odrediti koji bi
bio ispravan. Stoga smo slobodni koristiti vrijednost koju je daoManning, dakle
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f � 2o.
Na²a istraºivanja DS metodom i konduktometrijom usmjerena na koncentra-

cije PE manje od 10 mM svakako su komplementarna studijama osmotskog tlaka,
jer konduktometrijom smo istraºili udio slobodnih protuiona do najniºih koncen-
tracija, 0:01 mM.

No, odlu£ili smo izvesti i istraºivanje u podru£ju vi²ih koncentracija od 10 mM
do 1M. Istraºivali smo dvojnu otopinu NaDNA i Na-HA. Pronaženo je kakose
DNA i HA komponente mežusobno ne mije²aju nego svaka vrsta poliionazauzme
svoj volumen prostoraˆV � V ‡

DNA � V ‡
HA • unutar kojeg je de�nirana odgovaraju¢a

efektivna koncentracijac‡
DNA ; c‡

HA . Eksperimentalni pristup je bio nekonvenci-
onalan, tlak nismo mjerili ve¢ smo SAXS tehnikom dobivali veli£ine mreºe PE
te iz toga odreživali lokalne koncentracije u HA i DNA poddomenama. Dakle,
zapravo usporeživali smo osmotski tlak dvaju PE u osmotskoj ravnoteºi.

U cijelom istraºivanom intervalu nominalnih koncentracijaDNA i HA, prona-
žena je linearna veza efektivnih koncentracija poddomena tih dvaju pomije²anih
PE:

c†
HA � � � c†

DNA (3.19)

gdje smo dobili � � 0:85� 0:04. Na slici 3.20 su prikazanec†
HA efektivne koncen-

tracije HA poddomena u ovisnosti oc†
DNA koncentraciji DNA poddomena koje su

s njima bile u ravnoteºi.
Dakle, osmotski tlakovi dvaju PE su u ravnoteºi, a njihove koncentracije su

proporcionalne. Nadalje, za jake polielektrolite, pa tako iDNA je ve¢ pokazana
veza � ~ˆRT• Œc9~8 [113, 116, 119]. Iz ovih polazi²nih pretpostavki moºemo do¢i
do jednadºbe stanja za HA, tj. ovisnosti �†

HA osmotskog tlaka o koncentraciji za
ovaj slabi elektrolit:

� †
DNA ~RT ŒˆoDNA 2c†

DNA •9~8 (3.20)

� †
HA ~RT ŒˆoHA c†

HA •9~8 (3.21)

iz £ega dolazimo do omjera osmotskih koe�cijenata dvaju PE

oDNA � 0:42oHA (3.22)

gdje smo koristili c†
DNA ~c†

HA � � � 0:85 � 0:04. Za slabo nabijeni poliion kao
²to je HA, i LK model [15] i Manningov model [56] predvižaju slijede¢i izraz za
osmotski koe�cijent oHA � 1 � 0:5� HA � 0:64. Iz toga slijedi oDNA � 0:28 ²to je
dvostruko ve¢a vrijednost od one koju predviža ManningoDNA � ˆ2� • � 1 � 0:12 i
vrlo blizu vrijednosti pronažene u radu Raspaud i suradnikaoDNA � 0:22� 0:24.
Upotrijebimo li ovakav udvostru£eni osmotski koe�cijent moºemo, koriste¢i na slici
3.19 prikazane rezultate za DNA i rezultate za PSS iz rada [115]te na²e rezultate
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Slika 3.20: Usporedba efektivnih koncentracija monomera HA i DNA poddomena
u njihovoj dvojnoj otopinu. Vidi Sl. 1.3 u Uvodu za prikaz otopine u polarizacij-
skoj mikroskopiji.

za HA, ustanoviti kako ista jednadºba stanja vrijedi za sva tri PE, slika 3.21.
Ovime se dodatno utvržuje dvostruka (u odnosu na Manning teoriju) vrijednost
o za jake PE.

Na ovome mjestu vaºno je podsjetiti kako se u ve¢ini teorijskih razmatranja
PE uzima da osmotski tlak skalira s eksponentom 9/8, tj. �Œoc9~8, ²to i jest po-
kazano eksperimentalno. Istovremeno, konstatira se kako ovo skaliranje vrijedi u
reºimu gdje osmotski tlak reguliraju slobodni naboji - gdje bi onda skaliranje tre-
balo biti jednostavno, linearno � Œô c•c. Komponentac1~8 dakle moºe u¢i u sklop
koncentracijske ovisnosti osmotskog koe�cijenta o(c). Kao primjer moºemo uzeti
rad Antypova i suradnika [21]. Oni su u sklopu jednog modela poku²ali prikazati
raspon od razriježenih do polurazriježenih PE. Ti autori su krenuli od uobi£ajenog
koncepta gdje je ekvipotencijalna ploha razriježenih otopina sfera, a polurazriježe-
nih valjak. Stoga ¢e za otopine blizu grani£ne koncentracije ekvipotencijalna ploha
biti sli£na valjku. Optimizirani LK model Antypova i suradnika minimizacijom
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3.3. OSMOTSKA MJERENJA SAXS PRISTUPOM
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Slika 3.21: Jednadºba stanja za DNA, HA i PSS. Osmotski tlak je reskaliran
osmotskim koe�cijentom za dani PE, gdje je osmotski koe�cijent jakih PE (DNA,
PSS) dan s� � 1, tj. uzeta vrijednost je dvostruko ve¢a od one predvižene 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 visinu valjku. Time dolaze
do modela ovisnosti osmotskog koe�cijenta o veli£ini poliiona ikoncentraciji.

U njihov prikaz, slika 3.22 sam unio i pona²anje osmotskog koe�cijenta koje bi
se baziralo na eksponentu 1/8. Iznos varira od 0.28 do 0.38, ²to je otprilike dvos-
truko od Manning koe�cijenta 0.167 koji vrijedi za poliion koji su autori modelirali.
Vidimo kako na²e, iz eksperimenta izvedeno pona²anje s eksponentom 1/8, kvan-
titativno odgovara pona²anju koe�cijenta o koje su autori teorijski predvidjeli.
Takožer sam unio i vrijednosti koe�cijenta o za DNA kojeg su eksperimentalno
odredili Raspaud i suradnici [116], u relativno uskom podru£jukoncentracija. Taj
koe�cijent je, podsje¢amo, dvostruko ve¢i od Manning teorijske vrijednosti. Obja²-
njenje bi moglo biti u tome da su eksperimenti izvedeni na vi²im koncentracijama
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POGLAVLJE 3. REZULTATI I DISKUSIJA

za koje su Antypov i suradnici predvidjeli porasto iznad Manning vrijednosti.
U ovome kontekstu, i na²i rezultati za osmotski koe�cijent DNA, takožer izve-
deni na vi²im koncentracijama, a koji daju dvostruku vrijednost od Manningove,
vjerojatno predstavljaju eksperimentalnu naznaku uspje²nostimodela Antypova i
suradnika, modela za kona£ne koncentracije, za razriježenii polurazriježeni reºim.
Na kraju, primijetimo, koe�cijenti koje smo mi dobili kondukt ometrijom bliski su
Manningovim u blizini grani£ne koncentracije, a sniºenjem koncentracije rastu, ²to
je takožer iskazano u modelu Antypov et al.
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Slika 3.22: Koncentracijska ovisnost osmotskog koe�cijenta jakog polielektrolita.
Koncentracija protuiona je izraºena u broju protuiona u volumenu. Otvoreni sim-
boli su rezultat MC simulacije optimiziranog LK modela za polimere razli£ite
duljine 15BN B150. Puni krugovi su rezultat simulacije sfernog ¢elijskog modela
za N � 30, a puni trokuti su rezultat MD simulacije. Puni dijamanti su rezultat
MD simulacije beskona£no dugog poliiona, a puna crta je predikcija beskona£nog
poliiona LK modela. Preuzeto iz [21]. Takožer sam dodao eksperimentalno pre-
poznatu ovisnost osmotskog koe�cijenta s eksponentom 1/8 (crvena linija). Plava
linija ozna£ava eksperimentalne vrijednosti osmotskog koe�cijenta za DNA koje
su dobili Raspaud et al.
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4
Zaklju£ak

I zvedena je studija dinamike polielektrolita, prvenstveno zasnovana na metodi
dielektri£ne spektroskopije te na konduktometriji. Neki zaklju£ci su izvedeni i
iz mjerenja difuzijskog koe�cijenta makroiona �uorescencijskom korelacijskom

spektroskopijom (FCS) i mjerenjem raspr²enja X-zraka u male kuteve (SAXS)
kako bi se dobila veli£ina polielektrolitske mreºe, tzv. de Gennes korelacijska
duljina � . Modelni sustav bila je DNA, kratkih, monodisperznih fragmenatai du-
ga£kih polidisperznih, u razriježenom i polurazriježenom reºimu, s jednovalentnim
Na� i dvovalentnim Mg2� protuionima i s ili bez dodane jednostavne soli kao ²to
je NaCl ili MgCl 2. Dielektri£nom spektroskopijom (DS) smo pratili relaksaciju
induciranog dipola oko poliiona u DNA polielektrolitu. Dipol se formira preras-
podjelom protuionske atmosfere unutar onog podru£ja u kojem protuioni osje¢aju
potencijal poliiona ve¢i odkT (ve¢i od �²uma� pozadine). DS metoda odrežuje
relaksacijsko vrijeme dipola, koje preko Einsteinove difuzijske jednadºbe povezu-
jemo s karakteristi£nom veli£inom dipola. Time dobivamo izravnu informaciju o
proteºnosti protuionske atmosfere. Jedna je pretpostavka bilada se atmosfera
proteºe do polovice udaljenosti susjednih protuiona, te bi veli£ina dipola bila us-
porediva s veli£inom poliionske mreºe, zapravo de Gennes korelacijskom duljinom
� . Druga je mogu¢nost bila kako se atmosfera proteºe samo do Debye-Hückelove
(DH) duljine zasjenjenja, � � 1.

Primijetili smo da su vrijednosti dobivene DS metodom 2� puta manje od
korelacijske duljine koja se odrežuje SAXS-om te posumnjali u najra²ireniju inter-
pretaciju. Mežutim tek pomo¢u DS mjerenja DNA s dvovalentnimprotuionima
i u otopinama s dodanom soli smo mogli zaklju£iti da je karakteristi£na skala
koju detektiramo DSom upravo veli£ina protuionske atmosferekoja 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 mijenjala
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se je veli£ina karakteristi£ne skalu koju detektiramo DSom. U polurazriježenim
otopinama DNA bez dodane soli� � 1 i � imaju jednaku ovisnost o koncentraciji
� Œ � Œ c� 1~2, no � � 1 je 2� puta manja ²to ostavlja relativno veliki volumen
PE otopine gdje je potencijal poliiona zanemariv iako ne isklju£uje mogu¢nost
postojanja rezidualne koncentracije protuiona. Naime mjerenja DS metodom na
razriježenim DNA otopinama daju skalu koja o koncentraciji PE ovisi s eksponen-
tom 1/3, istovjetnim eksponentom koji se javlja u SAXS mjerenjimakorelacijske
duljine za razriježene otopine. Dakle, korelacijska duljina na neki na£in regulira
proteºnost protuionske atmosfere i za razriježene PE, iako je taproteºnost desetak
puta manja od prosje£nog razmaka poliiona, tj. karakteristi£na skala dobivena DS
metodom je desetak puta manja od prosje£ne udaljenosti poliiona, koja se moºe
dobiti sa SAXSom.

Ukratko, DS metoda mjeri proteºnost protuionske atmosfere, koja se u poluraz-
riježenim otopinama poklapa s DH duljinom� � 1, dok je u razriježenim otopinama
regulirana prosje£nom udaljeno²¢u poliiona.

Metodu konduktometrije smo iskoristili kako bismo istraºili udio Manning slo-
bodnih i kondenziranih poliiona u polielektrolitima. Istraºivali smo i jako (DNA)
i slabo (HA) nabijene PE (sa i bez Manning kondenzacije) te razriježene, mono-
disperzne (DNA) i polurazriježene, polidisperzne sustave (DNA, HA). Kod svih
sustava bez dodane soli smo primijetili rast ekvivalentne vodljivosti � sa sma-
njenjem PE koncentracijec, dok je u sustavima s dodanom soli (razli£ite, vrlo
male koncentracije od 0.033-1 mM) � imala konstantnu vrijednost. Dakle, porast
vodljivosti morao bi biti posljedica porasta udjela slobodnih naboja u otopini,
a nije posljedica promjene konformacije (koja bi se mogla o£ekivati za duga£ke,
polidisperzne poliione).

Iz apsolutnog iznosa �, koji je za polielektrolite s dvovalentnim protuionima bio
dvostruko manji, potvrdili smo valjanost primjene Manningovog modela, tj. kako
samo slobodni naboji sudjeluju u vodljivosti. Naravno, sudjelujui poliioni, ali
naboja umanjenog za udio kondenziranih protuiona. Apsolutnevrijednosti udjela
slobodnih naboja bile su vrlo bliske teorijskim predvižanjima,f � 0:24 za DNA s
jednovalentnim protuionima i f � 0:12 za dvovalentne protuione. Ovdje je vrijedno
napomenuti i kako je pri ra£unanju DH duljine radi interpretacije rezultata DS
metode kori²ten upravo ovdje potvrženi model, tj. ra£unali smo s teorijskim, a
ovdje eksperimentalno potvrženim vrijednostima. Upitno je u ovoj interpretaciji
izvedenoj za DNA ²to se efekt porasta vodljivosti registrira i za HA uotopini bez
dodane soli, iako je to sustav u kojem ne bi trebalo biti pojave (de)kondenzacije.

Osim u slu£aju vodljivosti i u na²im istraºivanjima osmotskog tlakaprimije-
tili smo da se slabo nabijeni poliion (HA) pona²a analogno kao i jakonabijeni
(DNA), tj. jedna je mogu¢a interpretacija uo£enih svojstava bila promjena udjela
slobodnih protuiona koji sudjeluju u stvaranju osmotskog tlaka (kao ²to su u gore
navedenim scenarijima sudjelovali u vodljivosti sustava). Naime, pri istraºivanju
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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 (jo² jedan jaki polielek-
trolit) prije ustanovljena ovisnost osmotskog tlaka � Œ c9~8 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 1~8 � � ˆc•. No, koncentracijska
ovisnost osmotskog koe�cijenta ukazuje na varijaciju udjela slobodnih protuiona
- ²to je naravno upitno za HA, slabi PE, gdje bi svi naboji nominalno trebali biti
slobodni.

Na kraju, naglasio bih kako smo u studiji DS metodom i konduktometrijom
NaDNA uzoraka primijetili potpis denaturacije DNA - dakle studijom dinamike
sustava smo dobili informacije i o strukturi makromolekule. Ovime smo bolje
razumjeli mehanizam denaturacije sniºavanjem koncentracije DNA. Sniºavanjem
koncentracije dolazi do dekondenzacije protuiona, a to zna£i da su odbojne in-
terakcije fosfatnih skupina na DNA lancima slabije zasjenjene - pove¢ava se Co-
ulombsko odbijanje i elektrostatski doprinos slobodnoj energiji. Posljedi£no dolazi
do razdvajanja lanaca DNA, a energija novonastaloga sustava dodatno opada jer
je linearna gusto¢a jednolan£ane DNA vi²e nego dvostruko niºa u usporedbi s
dvolan£anom te dolazi i do daljnje dekondenzacije protuiona.

Ukratko, istraºivanjima dinamike polielektrolita pruºili sm o nova saznanja o
elementima strukture tih sustava: proteºnosti protuionske atmosfere, raspodjeli
slobodnih i Manning kondenziranih naboja, mehanizmu i uvjetima denaturacije
(razdvajanja) dvolan£ane DNA.
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