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W niniejszej pracy opisujemy dosSc¢ nietypowy sygnat elektrooptyczny, ktory
zaobserwowano w sposob powtarzalny dla pewnych fragmentow DNA w dobrze
okreslonych warunkach eksperymentalnych.
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Krzywe zaniku dichroizmu (zmiana natezenia swiatta Al przy 248 nm w czasie t po zakonczeniu impulsu)
obserwowane dia fragmentu o 179 bp w buforze B10 (B1=1 mM NaCl, 1 mM kakodylan sodu, pH 7, 0,2 mM
EDTA, B10=B1 +10 mM NaCl) w temperaturze 2°C po impulsach pola elektrycznego

(a) 15 kVicm dia 9 ps, (b) 28 kVicm dla 14 ps i (c) 40 kVicm dla 14 ps.

Linie bhez szumu reprezentuja depasowanie metoda najmniejszych kwadratéw przy uzyciu krzywych
odniesienia oznaczonych kétkami w celu dekonwolucji.

State czasowe T i ainplitudy A wynosza: (a) 1. = 0,22 ps, A1 =17 mV; 1. = 4,3 gs, A, =57 mV; (b) t = 0,57 ps, A
=109 mV; (c) 1. = 0,60 ps, A1 =343 mV, 1. = 2,95 s, A. = - 120 mV.

Pokazujemy, ze ten niezwykty sygnat nie mozne by¢ przypisany zadnej ze znanych
reakcji indukowanych polem, ale jest on zgodny z obliczeniami dla modelu hydro-

dynamicznego i elektrycznego zaktadajacego zakrzywienie podwodjnej helisyy DNA.
Biophysical Chemistry, 33:19-30 (1989)



Coupling between the translational and rotational brownian motions of rigid
particles of arbitrary shape: Il. General theory

Howard Brenner
Journal of Colloid and Interface Science, 23:407-436 (1967)

Opracowano ogolne zaleznosci fenomenologiczne opisujace dyfuzyjny i konwekcyjny transport matych,
sztywnych, anizotropowych czastek o dowolnym ksztatcie w przestrzeni orientacji fizycznej. Stosujac
makroskopowy model hydrodynamiczny, macierz dyfuzji 6 x 6 wynikajaca z teorii jest powigzana z quasi-
statyczna imacierzg oporu hydrodynamicznego czastki, zapewniajac w ten sposéb ostateczne uogdlnienie
réwnar Stokesa-Einsteina. Systematycznie bada sie ogd6lne witasciwos$ci macierzy dyfuzji, szczegdlnie pod
wzgledem jej dodatniosci, symetrii i zaleznosci od wyboru potozenia uktadu wspétrzednych, w ktérym jest
opisana czastka. Wskazano koncepcyjne i obliczeniowe zalety podziatu tej macierzy na 4 bloki 3 x 3.
Wykazano, ze isthienie sprzezenia miedzy translacyjnymi i rotacyjnymi ruchami Browna zmienia sie w
zaleznosci od wartosci podmacierzy ,,dyfuzyjnosci sprzezenia” w ,,Srodku dyfuzji” czastki. W przypadku
czastek pozbawionych srubowej asymetrii geometrycznej sprzezenie nie wystepuje.



Od d Zia*ywan |a. hyd rOdynam iCZ ne Dla jednej kulistej czastki o promieniu 0 poruszajacej si¢
z predkoscia v w nieograniczonym osrodku o lepkosci n
F=—6anov
Dla i-tej czastki sferycznej o promieniu o; poruszajacej si¢

w nieograniczonym osrodku o lepkosci n z predkoscia v; w
VZ obecnosci innych czastek kulistych

= BRI
Fi=—6an0,v,~6V,(7)

A . -
N —

oVi(F)=2 [ T(F~F) E(F)

T Fj = wektor polozenia czastki j

gy
;,ff“ P 4 w5 -
0" % T(F)=—t [1+7 T |Oseen, 1929 |
% !
i ;L .‘} b 8 nr r
Lo N ) ,'J I"J l,"I ' v
LWL V4

Czasteczki poruszajace si¢ w lepkim plynie tworza wokot siebie pole przepltywu, poprzez ktore ich ruchy sa wzajemnie
sprzezone. Dlatego te tak zwane oddzialywania hydrodynamiczne stanowia zlozony problem obejmujacy wiele ciaf.
Zaburzenia ptynu spowodowane translacjami i obrotami zawieszonych czastek maja duzy zasieg, podobnie jak powstate
interakcje miedzy czastkami(Michael Reichert, Hydrodynamic Interactions in Colloidal and Biological Systems, Dissertation,
Universitiat Konstanz, 2006).
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jedna czastka sferyczna:
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molekuta modelowana jako ukiad wielu czastek
sferycznych (koralikow):
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mamy tu do czynienia z macierzami kwadratowymi o wymia-
rach 3n na 3n.
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mozemy uzy¢ sit uzyskanych
w A do obliczenia catkowitego
momentu obrotowego
doswiadczanego przez
czgsteczke przemieszczajaca
sie z predkoscia jednostkowa
w kierunku kazdej osi.

f, Qi Q.1 [V,
fn an an A
n catkowita sita oporu, gdy czastka jako catos¢ porusza sic w
g l: kierunku x z predkoscia jednostkowq; analogicznie imozemy
i1 zapisaé ruch w kierunku osi y i osi z.
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mozemy zapisaé ruch obrotowy wzdtuz kierunku osi y i osi z.
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mozemy wykorzystacé . . .

n predkosci uzyskane w B do f1 Q11 in {,’1
- D obliczenia sit dziatajacych na cl=_]! -]
r; X 1 czgsteczke obracajaca sie z : K R R

i=1 predkoscia jednostkowa f Q in an Vv,

wzdtuz kierunku kazdej osi.
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centrum oporu (CR), centrum dyfuzji (CD), zaleznosc od potozenia centrum
uktadu wspotrzedriych czastki (O).
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dtugosci 179 bp, zagietego pod
katem 90°. Srodek uktadu
wspotrzecinych znajduje sie w
punkcie centrum dyfuzji (CD).
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Srodek uktadu wspétrzednych czastki zostaje przesuniety do $rodka dyfuzji (CD) badanej
czasteczki. Tensor dyfuzji rotacyjnej jest diagonalizowany, wyznaczarne 5g jego osie
witashe, a uktad wspoétrzednych czastki jest obracany tak, aby pokrywat sie z tymi osiami.
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Wszystkie pozostate macierze i wektory sa przeksztatcane do uktadu osi wiasnych
tensora dyfuzji rotacyjnej.

Do = Diepp =



Amplitudy i state czasowe krzywych postepu reakcji zaniku dichroizmu obliczono w sposéb opisany przez
Wegenera i in. (1979). Nie przeprowadza sie zadnych symulacji dynamiki Browna. Zgodnie z teoria Wegenera i
in. zanik dichroizmu roztworu sztywnych czastek o dowolnym ksztatcie jest ogdélnie opisywany suma pieciu

funkcii wvkitadniczvch.
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J. Chem. Phys., 70:622-632 (1979); 84:5989-6004 (1986)
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Krzywa zaniku dichroizmu (zmiana natezenia Swiatta Al w arbitralnych jednostkach w
funkcji czasu t) obliczona dla fragmentu o dtugosci 179 bp przy kacie zagiecia 100°
(efektywny tadunek grup fosforanowych 12% tadunku elementarnego, polaryzowalnos¢
wyprostowanego DNA 5.09x1073 Cm?V-1; 20°C).



Stacjonarne utozenie fragmentu DNA o dtugosci 179 bp pod katem zagiecia 100° (parametry
elektryczne jak na rysunku na poprzednim slajdzie) indukowanego polem elektrycznym E.
Nalezy zauwazycC, ze osie molekularne (x i z) wektor pola E i zakrzywiony tuk DNA, potozone
sa w tej samej ptaszczyznie. Strzatka wokot wektora pola wskazuje, ze wszystkie pozycje
DNA poza ptaszczyzng, wynikajace z obrotu wokoét wektora pola, sa jednakowo
prawdopodobne. Zredukowany dichroizm ograniczajacy obliczony dla tego przypadku
wynosi -0,09. Po zakoniczeniu impulsu czgsteczki najpierw stosunkowo szybko obracaja sie
wokét osi z, co prowadzi do odwrdcenia dichroizmu do + 0,05. W koicu czasteczki sa
rozmieszczone losowo (zero dichroizmu) poprzez stosunkowo powolny obrot wokét osi x.
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Wiele biatek wigzacych DNA kieruje swoje kationowe powierzchnie w strone DNA (A). Stopien, w jakim
zagiecie DNA wynika z neutralizacji fosforanéw, mozna okresli¢, wytaczajgc tadunki fosforanowe na jednej
stronie DNA, a nastepnie mierzac ksztait powstatego dupleksu DNA (B). Jedna ze strategii tworzenia
takiego modelu wymaga syntezy chemicznej oligonukleotydéw zawierajacych specyficzne dla miejsca
podstawiernia analogéw obojetnych fosforanéw zamiast natadowanych fosforanéw. W tym celu wybrano
obojetne wigzanie miedzynukleozydowe metylofosforanu (w ktéorym grupa metylowa jest podstawiona za
jeden z niemostkujgcych atoméw tlenu w fosforanach) (C). Oczekiwanie to potwierdzaja wyniki
eksperymentow elektroforetycznych. Elektroforeza to ruch rozproszonych czastek wzgledem ptynu pod

wptywem przestrzennie jednorodneqo pola elektryczneqo.
pyW p j g p y g SCIENCE, 266:1829-1834, 1994



Kompleks DNA z biatkiem CAP

Catabolite Gene Activator Protein

Biatko receptorowe cAMP (CRP; znane réwniez jako biatko aktywujgce gen katabolitu, CAP od Catabolite
Activator Protein) jest biatkiem regulatorowym w bakteriach.

Biatko CAP kontroluje ekspresje kilku genéw E. coli. Wigzanie CAP ze specyficznymi miejscami
promotorowymi w obechosci CAMP indukuje transkrypcje gendw kodujgcych enzymy katabolizmu laktozy,
arabinozy, maltozy i innych cukréw. Mechanizm aktywacji przez CAP na poziomie molekularnym jest
przedmiotem ogdélnego zainteresowania jako przyktad regulacji genéw.

Katabolity — produkty przemiany materii wydalane z organizmu.



Kat zagiecia DNA w kompleksie CAP-DNA.

Struktura krystaliczna biatka aktywatora genu katabolitu (CAP) Escherichia coli o rozdzielczosci 3 angstreméw skompleksowana
z sekwencja DNA o dtugosci 30 par zasad. Trzy grupy boczne wychodzgce z helisy rozpoznajacej ("recognition helix") motywu
heliza-skret-helisa (helix-turn-helix motif) w strukturze biatka CAP oddziatuja poprzez wiazania wodorowe bezposrednio z trzema
parami zasad w gtéwnym rowku DNA. O$ helisy DNA jest pokazana jako jako czarna linia biegnaca przez Srodek helisy. Helisy
rozpoznajace biaka CAP sa prostopadte do ptaszczyzny strony | sg widoczne pod linig rozciggajace sie wzdtuz Srodkowych
diesieciu par zasad. Zmierzone katy sa pokazane na rysunku. Razem daje to kat zagiecia DNA wynoszacy 90°.

S. C. Schultz, G. C. Shields, T. A. Steitz, Crystal Structure of a CAP-DNA Complex: The DNA Is Bent by 90°, SCIENCE, 253:1001-1007, 1991



J. M. Passner and T. A. Steitz, The structure of a CAP-DNA complex having two cAMP molecules
bound to each monomer, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 94, pp. 2843-2847, 1997
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Model wstegowy (ribbon drawing) dimeru biatka CAP, z dwiema molekutami cAMP na monomer (magenta),
jedng oznaczong jako SYN | druga jako ANTI, w kompleksie z DNA. W jednym monomerze wieksza domena N-
koncowa jest z6tta, a mniejsza domena C-koncowa jest niebieska, podczas gdy zwigzana z nig potowa
sekwencji wigzacej DNA jest jasnoszara. Druga podjednostka jest zielona, a zwigzany z nig DNA jest
ciemnoszary. Syn-cAMP lezy na linii helisa-zwrot-helisa, blisko DNA i petli od domeny N-konhcowej. Sekwencja
potéwki wiazacej DNA jest 5’-ATGTCACATTAATTGCGTTGCGC-3'.



Inne metody eksperymentalne zastosowane do analizy kompieksow CAP-DNA

Mean DNA Bend Angle and Distribution of DNA Bend Angles in the CAP-ONA Complex in Solution, A.
N. Kapanidis, Y. W. Ebright, R. D. Ludescher, 5. Chan and R. H. Ebright,  J.-Mol. Biol. (2001) 312, 453-468.

Pomiary przesuniecia ruchliwosci elektroforetycznej,*#'” pomiary ciektro-optyczne (oméwione
szczego6towo w dalszej czesci),*?° pomiary cyklizacji,** i pomiary topologiczne? potwierdzaja, ze
CAP ostro zagina DNA w roztworze i daja szacunki sredniego kata zagiecia DNA w kompleksie CAP-
DNA w roztworze w zakresie od ~70 do ~180°. W celu okreslenia Sredniego kata zgiecia DNA i
rozktadu katéw zgiecia DNA w kompleksie biatko aktywujace katabolit (CAP)-DNA w roztworze w
standardowych warunkach inicjacji transkrypcji, wykonaliSmy pomiary fluorescencji w czasie
nanosekundowym, okresiajac iloSciowo transfer energii pomiedzy wigczona sonda w okreslonym
miejscu CAP oraz sonde komplemeniarng wbudowang w kazdym z pieciu okreslonych miejsc DNA
(pomiary FRET). Badania wykazuja, zegdérna granica rozktadu katéw zagiecia DNA w kompleksach z
CAP wynosi okoio 100°.



Turn of Promotor DNA by cAMP
Receptor Protein Characterized
by Bead Model Simulation of

Rotational Diffusion
(J. Antosiewicz, D. Porschke, J. Biomolec. Struct. Dyn., 5:819-837, 1988)

Chociaz represje genéw mozna tatwo uwidocznié na podstawie zawady przestrzenriej wynikajacej z zajecia
miejsca inicjacji przez czasteczke represora, aktywacja gendvw wymaga innych mechanizmow. W przynadku
CAP aktywacja transkrypcji genu wydaje sie by¢ powigzana z indukcjg specjalnej konformacji DNA. Pierwszy
dowéd pochodzi z niezwykle niskiej mobilnosci specyficznych komplekséw CAP-DNA w elektroforezie
zelowej, co wyjasniono zakrzywieniem podwsgjnej helisy DNA.

Poniewaz nie udato sie jeszcze ustali¢ ilosciowej teorii migracji makroczasteczek w zelach, ruchliwos¢
elektroforetyczna w zelu jest otwarta na rozne interpretacje. Bardziej hezposrednia interpretacje mozna
podaé dla danych eksperymentalnych uzyskanych metodami eiektrooptycznymi. Na podstawie pomiaréw
dichroizmu elektrycznego mozna wyznaczy¢ state czasowe rctacji, o ktérych wiadomo, ze sa niezwykle
wrazliwe na zmiany wymiarow molekularnych. PodejScie to zastosowano do analizy specyficznych
komplekséw CRP-DNA*. Zaobserwowane silne zmniejszenie statych czasowych rotacji DNA po zwiazaniu
CRP w obecnosci cAMP wykazato, ze specyficzne biatkowe kompleksy DNA sa bardzo zwarte i DNA musi
by¢ silnie zagiete przez biatko.

Jednakze stopien zagiecia DNA pozostaje do oceny. Do tej oceny szczegdlnie przydatne powinny byé
eksperymentalne state czasowe iotacji, poniewaz wspoétczynniki dyfuzji rotacyjnej sg bardzo silnie zalezne
od ksztattu czasteczki i mozna je obliczy¢ dla obiektow o dowolnym ksztatcie na podstawie modeli kulek. W
naszym obecnym badaniu czasy relaksacji rotacyjnej obliczono dla r6znych modeli komplekséw CRP-DNA i
poréwnanc z danymi eksperymentalnymi.

*D. Porschke, W. Hillen and M. Takahashi, EMBO J. 3, 2873 (1984)



L [us] Zmiana natezenia Swiatta spolaryzowanego réwnolegle
do wektora pola E po zakonczeniu impulsu pola
elektrycznego o wartosci 70 kV/icm (a) dla wolnhego
DNA o ditugosci 40 bp i (b) kompleksu DNA o dtugosci
40 bp z cyklicznym receptorem AMP ( A=248 nm; 20°C);
linie z szumem reprezentuja dane eksperymentalne,
linie bez szumu przedstawiaja dopasowania metoda
najmniejszych kwadratow przez pojedyncze wyktadniki
(a, 73 ns; b, 102 ns); zanik dichroizmu przedgstawiono
w dwéch réznych skalach czasowych ta i ts; nalezy
zwrocic uwage, ze poczatkowy sigmoidalny ksztatt
krzywych zaniku wynika ze splotu, gtéwnie ze wzgledu
na ograniczona szerokos¢ pasma systemu detekcji;
linie przerywane to odniesienia do dekonwolucji
(uzyskane przez pomiary dwéjtomnosci z buforem),
| 1 | | | | T I stosowane w procedurze dopasowywania

‘ " wyktadniczego.
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- N\ (5] mierzalnego dichroizmu elektrycznego. Absorbancja
0 al. B\ ' ot us ae | biatka przy 248 nm jest znikoma w poréwnaniu z

, absorbancjg DNA, dlatego dichroizm jest okreslany

2\\ 0.3
o [ﬁ\*AMKﬁmﬁ 1'#“‘%‘: | przez obecne w kompleksie DNA.

| J b Jak pokazuja krzywe zaniku dichroizmu przedstawione
- H 4' 3 /.r‘ -1 narysunku, zwiazanie biatka z fragmentem DNA
al . 103 | _:‘ v"r prowadzi do zmiany znaku dichroizmu: dichroizm
- ‘ / | elektryczny wolnego fragmentu DNA jest jak zwykle
. f ujemny (a), natomiast kompleks z biatkiem wykazuje
}F/f dodatni dichroizm (b).
- -

Godne uwagi jest to, ze czas zaniku dichoizmu dla

201 -4 kompleksu jest tylko nieznacznie wiekszy niz dla

I I I I wolnego DNA, chociaz objetosé kompleksu jest
znacznie wieksza niz objetos¢ wolnego DNA.

te [us] J. Mol. Biol., 269:842-850 (1997)
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Krzywa wzrostu dichroizmu dla

04 kompleksu cyklicznego receptora AMP
z promotorem o 30 par zasad, w
temperaturze 20°C, indukowanego

A0+ 1 Impulsem pola elektryczinego o
b a wartosci 80 kV/cra (bufor
1 1. standardowy). Krzywa a
2] 1 1 Jest krzywa wzrostu dichroizmu i
al A0 ] } krzywa b jest krzywa odniesienia

stosowang do dekonwolucji

-30- % 1 (dwojtomnecsc¢ bufora); linia bez
%‘ szumu, Ktora jest zblizona do krzywej

1 LY R, 1 narastania, ale wyraZnie odréznia sie

e Y \‘\ ! od krzywej doswiadczalne;j,
L\u.,‘“ \“:in reprezentuje fit funkcji

T LT "'ﬂ.? monoeksponencjalnej. Linii
() A\ , '“'“"‘mwu 1 reprezentujacej fit funkcji

non 008 00 _ 0 Q.20 175 dwueksponencjalnej nie mozna

t e odréznié od krzywej wzrostu. Reszty z

rﬁ | obu dopasowan wyktadniczych sa
Aa 4 ‘:_ ‘{:_., pokazane razem na dolnym panelu.
! \ Krzywe wzrostu wolnego DNA mozna

H L‘m n0s 040 018 0 o 04e dopasowac¢ za pomoca pojedynczych
bl ' “* wyktadnikéw z zadowalajaca
doktadnoscia.

J. Mol. Biol., 269:842-850 (1997)
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Zredukowany dichroism AA/A dla
kompleksu biatka CAP i receptora DNA o
dtugosci 30 par zasad jaiko funkcja
natezenia pola elektryczinego E {20°C); linia
ciggta przedstawia fit modelu crientacji
permanentnego mementu dipolowego
(:1=3.0 102 Cm, (DAIA) = +0.3).
Eiekirooptyczne parametry otrzymane dla
fragmentéw promotora o diugosciach 30 i
40 bp par zasad i ich komplekséw z
biatkiem CAP przedstawia Tabela.

Sample

t, (2°C)

7, (20°C) (AAJA)

30bp
CAP-30 bp
40 bp
CAP-40 bp
203 bp
CAP-203 bp

86 +£3
107 &5
144 £+ 6
188 =8

3600 + 200
2200 4150

5243
62 + 3
80 £ 3
106 £ 4
2300 4 150
1300 &4 100

—0.8+0.2
+0.3 £0.1
—-1.0+0.2
Positive
—1.2°
Negative

— - -

e

- - -

J. Mol. Biol., 269:842-850 (1997)
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Hydrodynamiczny model biatka CAP zostat zhudowany na
podstawie sa struktury rentgenowskiej opisanej przez przez
McKaya i Steitza (Nature 290, 744 (1.981)). CAP jest dinierem
identycznych podjednostek, ktére sktadaig sie z dwdoch domen.
Domena N-konncowa o catkowitych wymiarach 25 x 30 x 35 A
wigze cAMP i bierze udziat w regulacji, podczas gdy zaktada
sie, ze domena C-koncowa o przyolizonych wymiarach 20 x 20
x 30 A wiaze sie z DNA.

Z vwagi na ograniczenia w obliczeniach liczba kulek uzytych
do zbudowania modelu hydrodynamicznego CAP byta
ograniczona (13 koralikéw ¢ promieniu 14.2 A). Koraliki uzyte
do mcdelowania DNA i CAP naktadaja sie, wiec wszystkie
musiaty miec takie same promienie. Przygotowano trzy
ortogonalne widoki struktury krystalicznej CAP. Koraliki
rozmieszczono tak by atomy struktury krystalicznej CAP nie
wystawaly poza powierzchnie zadnego z koralikow, tak by
zespot koralikéw mozliwie najbardziej przypominat ksztatt
biatka z trzech prostopadtych kierunkéw.

Bufory uzyte w eksperymentach (D. Porschke, W. Hillen and M.
Takahashi, EMBO J. 3, 2873 (1984)): T = 5mM Tris pH 8.0, 0.1
mM EDTA, 0.1 mM 1,4-dithioerythritol; T10 = T + 10 mM NacCl;

J. Biomolec. Struct. Dyn., 5:819-850 (1988)



Qa Rotacyjne czasy relaksaciji Ti i wzgledne amlitudy obliczone dla kompleksow
CAP z DNA o dtugosciach 62 i 80 par zasad, w buforach T i T10, jaiko funkcje
promienia zagiecia podwaéjnej helisy DNA. State czasowe 7 ' otrzymano z
fitowania funkcji monoeksponencjalnej do obliczonej krzywej zaniku

@ l I l | r ) dichroizmu. Promien 44 A to najnizsza warto$é, jaka jest mozliwa wedtug
naszego modelu kulkowego w buforze T10. State czasu relaksacji rotacyjnej
J. Biomolec. Struct. Dyn., 5:819-850 (1988) mierzone (EMBO J. 3, 2873 (1984)) dla kompleksow hiatka CAP z fragmentami
DNA bez i przy obechosci cAMP podario w ostatniej linii dla poréwnania.
Fragment 62 I 80 BO | |
b Buffer T -1 T AN T10 -
Ay Ty T Aq Ty T Ay T4
D.954 403 U.986 €40 0.584 566
D.000 J10 0.000 429 0.000 168
st:aight 0.045 316 358 0.014 413 635 0.016 371 i60
0.000 187 0.000 118 D.0D0O 181
0.001 187 0,000 213 0.000 181
D.96¢ 394 0.3%0 628 0.989 551
0.000 ELE 0.000 211 0.000 1735
600 10.0,‘4 308 3iso 0.010 420 621 0.011 359 547
2.000 183 0.000 418 0.000 358
0.000 183 0.000 211 0.000 175
0.970 3838 5.993 610 0.991 538
< 0.0600 182 0.000 203 0.001 167
400 0,029 308 i8S L.006 406 606 0.007 346 534
0.000 301 0.000 406 0.000 346
lli.t)ﬂ) 182 0.001 203 0.001 167
10.973 3g2 0.991 596 0.95%50 525
}\ 0.000 181 0.002 399 0.004 340
Y 300 0.023% j00 318 0.002 99 584 0.001 340 519
-~ \} 0.000 297 0.004 201 0.002 155
\/,‘ 0.002 181 0.000 201 0.003 165
\' 0.972 367 0.973 563 0.%73 495
0.001 179 0.002 3gs 0.002 330
200 0.017 292 362 0.000 389 538 0.000 3 474
0.000 290 o.000 201 0.001 166
0,010 179 0.024 201 0.024 166
0.788 312 0.471 438 0473 383
] 0.047 179 0.000 352 0.126 185
100 0.003 264 273 0.000 353 2%0 0.001 303 249
0.000 262 0.246 223 0.000 302
D.162 179 0.283 223 0.400 1835
0.002 200 0.005% 230 0.002 194
0.027 168 0.003 208 0.000 180
50 0.000 194 168 0.001 229 205 0.001 193 172
0.000 187 0.001 214 0.008 175
0.971 167 0.991 205 0.989 172
0.000 166
0.005 154
Modele kulkowe kompleksu utworzonego z CAP i 4“4 g*ggg 15s
fragmentu o dlugosci 80 par zasad w buforze T10 0.986 151
(promien kulki 14,2 A) przy réznych stopniach — TR Y Y
zagiecia DNA okreslonym przez promien tuku a) oo, Experimental -cAMP | 430
b) 600 A ¢) 50 A and d) 44 A. Constants +cAMP | 250 560 130




symulacja ruchoéw Browna czastki sferycznej w polu sity zewnetrznej

2 = —kT_ kT o DtF —(&/m) ]:)‘F
<X >rand0m_2Dtt Dt— 5 _67T77(7 Vforced"'?’[‘_'(l_e ) ~ T(_T_
X(t+At):X<t)+ ](}'F At+AXrandom AXrandmnEN—(\/O’\/_ZDtAt)

D, F

%(r.+At):‘f(t)+—ﬁ-At+Afmdom AT aaon €N(0,4V2D,At), i=X,y,z

symulacja BD ruchu rotacyjnego:



Ruch obrotowy czastki mozna opisa¢ macierzami rotacji 0; dla kazdego pojedynczego kroku
rotacyjnego, co daje w rezultacie ogolng macierz rotacji Ol

0,=0,-0,_,-...-0,:0,
opisujacy orientacje czastki wzgledem ukiadu wspoétrzednych odniesienia po I-tym kroku
obrotowym. Jednakze ta procedura moze prowadzi¢ do kumulacji biedow: ze wzgledu na
ograniczona doktadnos¢é komputera macierz rotacji 0l moze pc pewngj liczhie mnozen nie by¢ juz
ortogonalna. Dlatego w naszym obecnym badaniu uzywany formalizmu wektordw rotacji do
opisu ruchu obrotowego czastek.

A LA
Y acierz obrotu: '=O o)
sy ma{ljesft) e | 0w
[ [ . \
_ x'\:__:tcosqb —-smgf)\./x
...... v .—(?(,y) y' 1T sing | cos k y
y
% 3 ” > Zatozmy:
€, X O= cos(7/2) —sin(zr/Z):O -1 [X)=
A sin(7/2) cos(n/2) ] \1 0 y
))
v=(1,1)




Kierunek wektora rotacji k pokazuje orientacje osi obrotu a jego diugos¢ odpewiada tangensowi potowy
kata obrotu x. Wektory obrotu dodajq sie wedtug nastepujacej reguty: dwa kolejne obroty
przeprowadzone w tym samym uktadzie odniesienia, opisane przez wektory obrotu k. i k. daja
wypadkowy wektor obrotu ks :

- - - - -

-1 - -
ky=(1-Kk k| [k +k,+k ¥k,
gdzie "-"i "x" oznaczajg iloczyn skalarny i wektorowy wektoréow.

Oznaczmy symbolem k° wektor rotacji, kiory cpisuje orientacje w Laboratoryjnym Ukladzie
Odniesienia (Laboratory Coordinate System, LCS) uktadu zwigzanego z czasteczkg (Particle
Coordinate System, PCS) w “chwili zero”. Wtedy orientacja po kroku czasowym At bedzie dana przez:

Gdzie indeks gorny 0 cznacza stosowng wielkoS¢ na poczatku kroku czasowego At, D, jest rensorem
dyfuziji rotacyjnej, T° jest wektorem momentu sit dziatajgcego na czastke, a Kmd(At) jest przypadkowym
krokiem obrotowiym. Trzy niezalezne sktadowe przypadkowego kroku obrotowego, dajgce wkigd do
Knd(At), sa losowane z jednowymiarowego rozktadu Gaussa o Sredniej zero | odchyleniu
standardowym wynaszacym (2D.iAt)Y2 gdzie i = X,y,z. Dwa ostatnie wyrazy po prawej stronie
powyzszego réwnainia dodaja sie jak zwykite wektory gdyz odnoszg sie do tej samej chwili czasu.
Wektor ctrzymany z tego dodawania ma kierunek osi obrotu i kagta obrotu. Transformuje sie go do
postaci wektora obrotu k(At) i dodaje do wektora obrotu k° jak pokazano powyzej. Unikalny charakter
tego ostatniego dodawania jest oddany przez uzycie symblu &.



Aby uzyskaé bardziej realistyczny opis ruchu obrotowego, nalezy doda¢ obroty wynikajace ze sprzezenia
hydrodynamicznego ruchéw obrotowych I translacyjnych, poprzez odpowiedni dyfuzyjny tensor sprzezenia:

. -y DT At gD, pE°At -
1.0 r+ CD c,CD
k=k' @ ———+—= +K, (At)

Gdzie indeks dolny O wskazuje na zalezno$¢ od potozenia Srodka PCS. E° jest wektorem pcla elektrycznego w PCS na
poczatku kroku czasowego At, i g jest fadunkiem elektrycznym netto czasteczki. Teraz skiadowe przypadkowego
kroku obrotowego K:ni(At) nie sa niezalezne z powodu sprzezenia miedzy ruchami obrotowymi i translacyinymi.
Musimy wygenerowac¢ uogolniony krok przypadkowy, ktéry obejmuje trzy skradowe obrotowe i trzy translacyjne
uzywajac petnego tensora dyfuzji (6x6). Szczegdly podaje oryginalnia referencja. t

0.04 N T T T v T
Z I‘l\\
A
Model gtadko wygietego DNA o
[nm] diugosci 179 bp ze 101 kulkami ||| & 002+ P
o $rednicy 12,5 A. Kat zgiecia - ‘ 5
116°. Potozenie Srcdka dyfuzii - ¥
jest oznaczone znakiem x. /
Strzatka wskazuje kierunek 0.00 i ,;‘/
statego momentu dipolowego. /
' !
.02 - =,I A -
_»Y 11 i
-0.04 - '{_'1._. F’ _

\ -0.06 : , : : . : :
30 X 0 10 20 30 40
t [us]

Zredukowany dichroizm elektryczny & w funkcji czasu t obliczonego dla gtadko wygietego DNA o dtugo-
$ci 179 bp. Impuls pola elektrycznego o wartosci 5 kVicm zostat przytozony w czasie zero i zakonczony

po 20 ps. Zmiane sygnatu w czasie uzyskano metoda dynamiki Browna z uwzglednieniem sprzezenia
hydrodynamicznego i bez niego(— i ---, odpowiednio; Srefnia z 1.1 x 10° individual sygnatéw przejscio-
wych). Sygnaty przejsciowe byty takze obliczone korzystajac z réwnan wyprowadzonych przez

Wegenera, w granicy matych poél E, z oraz bez sprzezenia hydrodynamicznego (- - - i - - - - odpowiednio).

J. Phys. Chem. B, 109:1034-1038 (2005)
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