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Список сокращений и условных обозначений

1. Плохой растворитель — растворитель, у которого параметр Флори-Хаг­

гинса при взаимодействии с заданным полимером 𝜒 > 1/2.

2. Хороший (атермальный) растворитель — растворитель, у которого

параметр Флори-Хаггинса при взаимодействии с заданным полимером

𝜒 < 1/2.

3. Нейтральный (𝜃) растворитель — растворитель, у которого параметр

Флори-Хаггинса при взаимодействии с заданным полимером 𝜒 = 1/2.

4. 𝑁 — длина полимерной цепи.

5. ДДЧ — диссипативная динамика частиц.

6. 𝑟𝑐𝑢𝑡 — радиус обрезки потенциала взаимодействия в ДДЧ.

7. 𝑘 — жесткость связи между мономерными звеньями в ДДЧ.

8. 𝑟0 — длина недеформированной связи между мономерными звеньями в

ДДЧ.

9. 𝛼— степенной показатель зависимости вероятности контакта от контур­

ной длины субцепи, 𝑃 (𝑠).

10. 𝛾 — степенной показатель зависимости расстояния между концами субце­

пи от ее контурной длины, 𝑅(𝑠).

11. Хроматин — вещество хромосом, включающее ДНК, гистоны и другие

белки, связанные с ДНК.

12. Активный хроматин — хроматин с уровнем экспрессии выше среднего

по всему хроматину.
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13. Неактивный хроматин — хроматин с уровнем экспрессии ниже средне­

го по всему хроматину.

14. ТАД — топологически ассоциированный домен.

15. CTCF — белковый комплекс, который способен связывается с участком

ДНК, содержащим определенную последовательность нуклеотидов.

16. Когезин — мультибелковый комплекс, имеет форму кольца, используется

в качестве ключевого элемента модели “loop extrusion”.

17. Эпигенетические изменения — модификация хроматина без измене­

ния последовательности.
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Введение

Актуальность темы исследования. Характерные пространственные

размеры полимерных систем, как правило, на несколько порядков меньше кон­

турной длины цепей, формирующих эти системы. В ряде случаев компактность

конформации цепей играет очень важную или даже определяющую роль в фор­

мировании уникальных свойств полимерных систем.

Фазовый переход клубок-глобула является одним из самых известных про­

цессов, свойственных полимерной цепи. Однако вопрос формирования внут­

ренней структуры глобулы в ходе коллапса изучен достаточно плохо. А ведь

внутренняя структура глобулы играет важную роль во многих сложных процес­

сах в полимерных системах, например, в кристаллизации, мицеллообразовании,

структурировании микрогелей. Изучение коллапса одиночной полужесткой по­

лимерной цепи позволяет узнать о механизме кристаллизации полимера в раз­

бавленном растворе. Эта задача представляет интерес как с фундаментальной

точки зрения, например, для задачи о глобальном сценарии кристаллизации по­

лимерных цепей, так и с практической точки зрения, например, для получения

новых высокопрочных материалов.

Одной из целей перед индустрией новых материалов стоит улучшение

прочностных характеристик конструктивных материалов. Примером таких ма­

териалов являются высокомодульные волокна, получение которых зачастую

проходит через стадию частичной кристаллизации полимера. Поэтому задача

кристаллизации полимерных цепей в растворе интересна прежде всего с точки

зрения технологии изготовления высокомодульных волокон. Полимерные рас­

творы можно разделить на 3 типа: разбавленный (неперекрывающиеся поли­

мерные клубки), полуразбавленный (перекрывающиеся полимерные клубки) и

расплав. В расплаве при высокой температуре цепи достаточно сильно перепу­

тываются, формируя густую сетку зацеплений. При ориентационной вытяжке

таких полимерных систем формирование упорядоченной структуры волокна
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практически не происходит из-за большого числа зацеплений между цепями,

что приводит к их разрыву на ранних стадиях вытяжки. При кристаллизации

из разбавленного раствора формируются отдельные несвязанные кристалли­

ты, в таком поликристаллическом материале образование сетки зацеплений не

происходит и волокно не может быть получено. Поэтому при изготовлении во­

локон, как правило, используют полуразбавленный раствор полимеров. При

таких значениях концентрации формируется не слишком густая сетка зацепле­

ний, что позволяет получить высокую степень вытяжки, а полученные волокна

обладают наибольшей прочностью. Изучение кристаллизации в таких системах

полимерных цепей позволяет получить представление о формируемой структу­

ре кристаллитов. Это может быть использовано для улучшения характеристик

высокопрочных материалов. Такие материалы используются, например, в судо­

строении, машиностроении, при изготовлении средств индивидуальной защиты.

С академической точки зрения эта задача также представляет большой интерес,

так как до сих пор не определен общий сценарий, в рамках которого происходит

кристаллизация из раствора для широкого класса полимеров.

ДНК является самой длинной известной полимерной цепью. Суммарная

длина молекул ДНК в каждом ядре клетки человека достигает ≈ 2 м, в то вре­

мя как размер клеточного ядра, в котором упакована ДНК, составляет ∼ 10

мкм. Вопрос пространственной организации ДНК в ядре клетки заключается

как в сложности упаковки такой длинной цепи в относительно маленьком ядре

клетки, так и в формировании функциональной структуры, способствующей

правильной регуляции экспрессии генов для нормального функционирования

клетки в частности и организма в целом. Транскрипционно активные участки

ДНК занимают сравнительно небольшую долю генома (≈ 5% у млекопитающих

и ≈ 20% у бактерий). Вместе с тем, нельзя утверждать, что транскрипционно

неактивная часть ДНК не участвует в пространственной организации хромати­

на, её функции пока плохо изучены. По-видимому, единого набора механизмов

организации хроматина для всех живых организмов не существует. Однако,
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стоит отметить, что некоторые механизмы упаковки могут быть характерны

для всех биологических видов, например у всех биологических видов происхо­

дят эпигенетические изменения хроматина. Благодаря им могут быть сформи­

рованы топологически-ассоциированные домены, устанавливается иерархия в

структуре и образуются компартменты.

Диссертационная работа разделена на три логические части: коллапс оди­

ночной полимерной цепи в плохом растворителе, кристаллизация полимерных

цепей и структура мультиблоксополимера с насыщающимися взаимодействи­

ями, рассматриваемая как модель пространственной организации хроматина.

Объектами исследования во всех главах диссертации являются длинные линей­

ные полимерные цепи. В зависимости от микроскопических свойств системы

формируются различные компактные структуры. Компактность структур сле­

дует из соотношений контурной длины цепей и пространственных размеров

системы. Полимерные материалы во многом за счет структуры обладают уни­

кальными свойствами, которые могут быть использованы в различных сферах

жизни.

Цели и задачи диссертационной работы. Целью данной работы яв­

ляется изучение структуры таких сложных полимерных систем как складчатая

глобула, мультиблоксополимер с насыщающимися взаимодействиями и закри­

сталлизованные из переохлажденного раствора полимерные цепи. В диссерта­

ции рассматривались следующие вопросы:

∙ Возможно ли формирование структуры складчатой глобулы при коллапсе

полимера из клубковой конформации в “плохом” растворителе?

∙ Как зависит конечная структура системы после кристаллизации из пере­

охлажденного раствора от концентрации полимера?

∙ Можно ли описать пространственную архитектуру хроматина при помо­

щи мультиблоксополимера с насыщающимися взаимодействиями?
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Для достижения поставленных целей при помощи компьютерного модели­

рования и численного анализа полученных результатов были решены следую­

щие задачи:

∙ Моделирование структуры одиночной макромолекулы, сформированной

в ходе коллапса в “плохом” растворителе посредством объемных взаимо­

действий.

∙ Исследование эволюции структуры системы кристаллизующихся полимер­

ных цепей фиксированной длины с заданной жесткостью.

∙ Изучение структуры мультиблоксополимера с насыщающимися взаимо­

действиями в качестве модели пространственной организации хроматина.

Научная новизна. При рассмотрении коллапса одиночной полимерной

цепи впервые удалось осуществить компьютерное моделирование для цепи дли­

ной 𝑁 = 104 звеньев с явным учетом растворителя. Благодаря этому была

описана формируемая структура глобулы и показано, каким образом она изме­

няется при переходе от складчатой к равновесной. Также анализ результатов

моделирования позволил дать объяснение того, почему ранее исследователям не

удавалось обнаружить складчатую глобулу даже при явном учете растворите­

ля. Осуществление компьютерного моделирования кристаллизации одиночной

цепи позволило получить сведения о стадиях коллапса и упорядочении субце­

пей в одиночном полимерном кристаллите.

Впервые в компьютерном эксперименте удалось получить и описать много­

численные кристаллиты, сформированные в ходе осаждения и структуризации

из переохлажденного полимерного раствора. Разработан оригинальный двух­

стадийный алгоритм кластеризации для анализа полученных систем. Показан

процесс реорганизации кристаллитов после расслоения полимера и растворите­

ля. Впервые получены зависимости характеристик кристаллитов от концентра­

ции полимера в системе.
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Была исследована структура мультиблоксополимера, используемая в ка­

честве модели пространственной организации хроматина. Экспериментальные

данные позволили сделать предположение, что транскрипционные факторы иг­

рают главную роль в организации хроматина у Drosophila melanogaster. В рам­

ках компьютерного моделирования удалось подтвердить сделанное предполо­

жение. Впервые продемонстрировано влияние последовательности мультиблок­

сополимера на формирующуюся структуру при использовании насыщающихся

взаимодействий в рамках компьютерного моделирования. Продемонстрирова­

на пространственная организация мультиблоксополимера, формирование топо­

логически ассоциированных доменов, широкая вариативность конформаций и

наличие общих структурных особенностей.

Теоретическая и практическая значимость. Результаты, изложенные

в диссертации, позволяют по-новому посмотреть на фазовый переход клубок­

глобула одиночной цепи. Задача коллапса полимерной цепи в “плохом” раство­

рителе носит скорее фундаментальный характер. Тем не менее, этот фазовый

переход часто определяет свойства реальных полимерных систем.

Результаты, полученные в ходе моделирования процесса кристаллизации

полимерных цепей, позволяют сформировать общее представление о поведении,

характерных временах и свойствах таких систем. Полученные результаты мо­

гут быть использованы в качестве рекомендаций при проведении эксперимен­

тов по кристаллизации. Установленный сценарий кристаллизации полимеров

должен выполняться для широкого класса соединений, благодаря тому, что мо­

делирование осуществлялось не для какого-то определенного типа полимера, а

использовался огрубленный подход “шарики на пружинках”.

Изучение структуры мультиблоксополимера с насыщающимися взаимодей­

ствиями является интересной задачей и как самостоятельное фундаментальное

исследование, и в качестве модели пространственной организации хроматина.

Подробное описание принципов формирования внутренней структуры хрома­

тина позволит в будущем дополнить представление о причинах возникновения
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точечных мутаций. Помимо точечных мутаций существует огромное количе­

ство генетических заболеваний, большая часть которых связана с нарушениями

транскрипции генов. Определение связи между контролем уровня экспрессии

генов и структурой хроматина позволит разработать средства для восстановле­

ния нормального профиля транскрипции.

Положения, выносимые на защиту:

1. Структура фрактальной глобулы не может быть получена при коллап­

се полимерной цепи в плохом растворителе на масштабе длины субцепи

меньшей длины зацеплений 𝑠 ≤ 𝑁𝑒. Однако на масштабе длины субцепи

больше длины зацеплений 𝑠 > 𝑁𝑒 складчатая структура некоторое время

сохраняется, а степенной показатель 𝛾 в зависимости расстояния между

концами субцепи от её контурной длины 𝑅(𝑠) ∼ 𝑠𝛾 принимает значения в

интервале 0 < 𝛾 < 1/3.

2. При коллапсе одиночной жесткоцепной макромолекулы её конформация

является стержнеобразной на масштабе длины субцепи меньше размера

глобулы 𝑠 < 𝑁 1/3 и складчатой на масштабе длины субцепи больше раз­

мера глобулы 𝑠 > 𝑁1/3.

3. В ходе кристаллизации концентрированного раствора многих полимерных

цепей формируется поликристаллический материал, где каждый кристал­

лит состоит из нескольких цепей, а одна цепь может входить в несколько

кристаллитов.

4. Процесс кристаллизации состоит из двух стадий: рост количества кри­

сталлических зародышей и последующее их слияния с вовлечением сосед­

них аморфных участков. Существует оптимальная концентрация полиме­

ра (≈ 90%) для получения наиболее крупных кристаллитов. При этой

концентрации соблюдается баланс между плотностью сетки зацеплений

и наличием достаточного количества полимерного материала в окружаю­
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щем объеме.

5. Структура компактной конформации, формируемая мультиблоксополиме­

ром с насыщающимися взаимодействиями, позволяет описать простран­

ственную организацию хроматина. Ключевую роль в упаковке играет раз­

деление хроматина на активный и неактивный. Неактивный хроматин ор­

ганизован в топологически ассоциированные домены, а активный хрома­

тин находится на поверхности доменов или между ними.

Степень достоверности и апробация результатов. Основные резуль­

таты диссертации докладывались на следующих конференциях:

1. Block-copolymer model of chromatin organization, Чертович А.В., Кос П.И.,

Гаврилов А.А., European Polymer Congress “EPF 2015”, Дрезден, Германия,

21-27 июня 2015.

2. Crystallization of single chains and concentrated solutions of stiff macromolecules,

Кос П.И., Иванов В.А., Чертович А.В., Гаврилов А.А., 4-th International

Workshop “Theory and Computer Simulation of Polymers: New Developments”,

Halle, Германия, 28 июня - 1 июля 2015.

3. Crumpled globule formation and chromatin structure, Чертович А.В., Кос П.,

Гаврилов А., Тамм М., 4-th International Workshop “Theory and Computer

Simulation of Polymers: New Developments”, Halle, Германия, 28 июня - 1

июля 2015.

4. Studying chromosome partitioning into topologically associating domains via

saturating interactions, Кос П.И., Тамм М.В., Ульянов С.В., Гаврилов А.А.,

Разин С.В., Чертович А.В., Multiscale Modelling and Experimental Approaches

to Genome Organization, Les Houches, Франция, 2-7 апреля 2017

5. Моделирование упаковки ДНК в ядре клетки при учете ламины, Кос П.И.,

Ломоносов-2017 : XIII Международная научная конференция студентов,

12



магистрантов и молодых ученых, МГУ им. М. В. Ломоносова, Россия,

10-14 апреля 2017.

6. Трехмерная пространственная организация хроматина в ядре клетки, Кос

П.И., Петров А.И., Гаврилов А.А., Чертович А.В., VII Всероссийская Кар­

гинская конференция “Полимеры-2017”, Москва, химический факультет

МГУ имени М.В.Ломоносова, Россия, 13-17 июня 2017.

7. Коллапс гомополимерной цепи под действием насыщающихся взаимодей­

ствий с влиянием стерических ограничений, Петров А.И., Кос П.И., Тамм

М.В., Чертович А.В., VII Всероссийская Каргинская конференция “Поли­

меры-2017”, Москва, химический факультет МГУ имени М.В.Ломоносова,

Россия, 13-17 июня 2017.

8. Polymer with saturated interactions and chromatin structure, Чертович А.В.,

Кос П.И., 46nd IUPAC World Chemistry Congress 2017, г. Сан-Пауло, Бра­

зилия, 9-14 июля 2017.

Публикации. Материалы диссертации опубликованы в 13 печатных ра­

ботах, из них 4 статьи в рецензируемых журналах [1]—[4], индексируемых в

базах данных Web of Science и Scopus, 1 статья в сборнике трудов конференции

и тезисы к 8 докладам на международных конференциях.

Личный вклад автора. Все представленные в диссертации результаты

получены лично автором при непосредственном участии научного руководите­

ля. Подготовка полученных результатов к публикации проводилась совместно

с соавторами, вклад диссертанта в части компьютерного моделирования опре­

деляющий.

Структура и объем диссертации. Диссертация состоит из введения,

4 глав и библиографии. Общий объем диссертации 128 страниц, включая 47

рисунков. Библиография состоит из 154 наименований.
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Глава 1

Обзор литературы и методов моделирования

Первая глава содержит общий обзор литературы по рассматриваемым за­

дачам, обзор экспериментальных подходов и методики компьютерного модели­

рования, используемой для описания некоторых свойств полимерных систем. В

частности, в главе рассмотрены общие сведения о коллапсе полимерной цепи

посредством стандартных объемных взаимодействий, о структуре хроматина

и экспериментальных методах, которые используются для изучения простран­

ственной организации хроматина, методе диссипативной динамики частиц, ме­

ханизме насыщающихся взаимодействий и задаче кристаллизации полимерных

цепей.

1.1. Коллапс полимерной цепи

1.1.1. Гибкая полимерная цепь

Явление коллапса длинной полимерной цепи из клубкового состояния в

глобулярное было обнаружено уже достаточно давно [5]—[9]. Однако и в насто­

ящее время переход клубок-глобула продолжает быть актуальным объектом

изучения в физике полимеров, например, см. [10]. Глобулярное состояние по­

лимерной цепи является возможной моделью пространственной организации

ДНК в клеточном ядре. В 1988 году, была опубликована первая работа, в кото­

рой описывалась гипотетическая структура складчатой (фрактальной) глобулы

[11]. Затем, в 1993 модель складчатой глобулы была предложена в качестве воз­

можной пространственной организации ДНК в ядре клетки [12]. После чего

длительной время не было прямых экспериментов, позволяющих установить

пространственную организацию ДНК в клеточном ядре. Интерес к данной мо­

дели был возобновлен в 2009 году после публикации работы [13]. В этой работе
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было показано, что вероятность контакта двух звеньев, находящихся на рассто­

янии 𝑠 вдоль по цепи, описывается выражением 𝑃 (𝑠) ∼ 𝑠−1, что соответству­

ет модели складчатой глобулы. На рис. 1.1 приведено сравнение зависимостей

вероятности контакта от контурной длины сегмента 𝑃 (𝑠) для складчатой гло­

булы, равновесной глобулы и экспериментального результата, полученного для

ДНК человека. Для визуальной демонстрации различий складчатой и равновес­

ной глобул приведены их конформации, полученные с помощью компьютерного

моделирования, см. рис. 1.2.

Рис. 1.1. а) Экспериментальная зависимость вероятности контакта двух локусов хроматина

в ядре клетки человека. б) Зависимости вероятности контакта двух звеньев в складчатой

и равновесной глобулах, полученных в ходе компьютерного моделирования. Изображение

заимствовано [13].

В данном разделе диссертации биологические подробности рассматривать­

ся не будут, а все внимание будет уделено физике процесса коллапса длинной

линейной полимерной цепи из клубка в глобулу. Несмотря на то, что основные

принципы формирования “складок” цепи при коллапсе более ли менее ясны, все

еще отсутствуют лабораторные эксперименты и даже компьютерное моделиро­

вание, где был бы явно показан процесс формирования складчатой глобулы.

Процесс формирования глобулы из клубка в “плохом” растворителе происхо­

дит достаточно быстро, так как на его пути практически отсутствуют различ­

ные кинетические барьеры. При этом происходит минимизация поверхностной
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энергии. Забегая вперед, заметим, что в моделировании это время составило

≈ 2 × 104 шагов ДДЧ для цепи длиной 𝑁 = 10000 звеньев, а общее время

моделирования составило 2× 106 шагов ДДЧ. Для формирования равновесной

глобулы требуется существенно большее время ≈ 𝜏𝑁3 [14]—[16]. За характерное

время можно принять время коллапса, тогда время, требуемое для формирова­

ния заузленной равновесной глобулы с помощью рептаций составит ≈ 1018 ша­

гов ДДЧ, даже если префактор 𝜏 принять равным 1, то время составит ≈ 1014

шагов ДДЧ. Такой порядок времени моделирования остается недоступным на

сегодняшний день, несмотря на использование суперкомпьютерных мощностей

для вычисления.

Складчатая глобула от равновесной отличается только внутренней струк­

турой, характерный пространственный размер складчатой (фрактальной) и рав­

новесной глобул одинаковый. Если рассмотреть такие характеристики, как рас­

стояние 𝑅(𝑠) и вероятность контакта 𝑃 (𝑠) от длины вдоль по цепи (выражение

1.1), то можно заметить, что для складчатой глобулы зависимость от контур­

ной длины сегмента сохраняется на масштабе всей цепи, в то время как для

равновесной – только на масштабе размера глобулы.

𝑅(𝑠) ∼ 𝑠1/3 - для складчатой глобулы

𝑅(𝑠) ∼

⎧⎪⎨⎪⎩𝑠1/2 при 𝑠 < 𝑁2/3

𝑐𝑜𝑛𝑠𝑡 при 𝑠 > 𝑁2/3

- для равновесной глобулы

𝑃 (𝑠) ∼ 𝑠−1 - для складчатой глобулы

𝑃 (𝑠) ∼

⎧⎪⎨⎪⎩𝑠−3/2 при 𝑠 < 𝑁2/3

𝑐𝑜𝑛𝑠𝑡 при 𝑠 > 𝑁2/3

- для равновесной глобулы

(1.1)

Как было отмечено, в равновесной глобуле цепь имеет конформацию случайно­

го блуждания на масштабе глобулы, а затем зависимость пропадает. Это про­

исходит из-за так называемого “отражения” от стенок глобулы, после которого
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зависимость от длины сегмента пропадает. В определенном смысле такая си­

стема соответствует глобуле из разорванных субцепей. В складчатой глобуле

цепь имеет максимально компактную конформацию на всех масштабах и поэто­

му упаковывается, формируя складки на всех масштабах. В результате такой

упаковки зависимость расстояния и вероятности контакта от длины сегмента

остается на масштабе всей длины цепи.

Рис. 1.2. Полимерная цепь градиентно окрашена. Показаны визуальные различия между

структурами складчатой и равновесной глобул. Изображение заимствовано [13].

В 2011 году была опубликована работа [17], где была получена складчатая

глобула в компьютерном моделировании методом Монте-Карло. Для модели­

рования коллапса полимерной цепи использовался потенциал гравитационно­

го вида (притяжение в определенную точку пространства), а растворитель и
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парное взаимодействие звеньев цепи не учитывались. В результате такого ком­

пьютерного эксперимента была получена зависимость вероятности контакта от

расстояния вдоль по цепи 𝑃 (𝑠) ∼ 𝑠−1. Помимо упомянутой работы [17] было

проведено множество исследований по изучению коллапса из клубка в равновес­

ную глобулу [18]—[22], эта задача является хорошо изученной, однако, складча­

тая (фрактальная) глобула не была получена из-за использования сравнитель­

но коротких полимерных цепей (𝑁 ≤ 2000 звеньев) или отсутствия анализа

промежуточных конформаций. В работе Р.Д. Шрама [23] исследовался переход

клубок-глобула для цепи длиной 𝑁 = 4000 звеньев методом Монте-Карло, бы­

ло отмечено, что складчатая глобула не может быть сформирована во время

коллапса, так как глобула начинает обладать статистикой близкой к гауссовой

сразу после коллапса. Вдобавок была проверена стабильность искусственно сге­

нерированной складчатой глобулы и было показано, что она переходит в рав­

новесную за очень малое время. В ряде экспериментальных работ [24]—[26] по­

казан двухстадийный коллапс одиночной цепи в плохом растворителе. Однако

использование таких экспериментальных методик как светорассеяние позволя­

ет определить лишь размер и плотность и не дает возможности подробно опи­

сать конформацию цепи и определить состояние складчатой глобулы. Помимо

изучения перехода клубок-глобула для одиночной цепи, в литературе имеется

ряд теоритических работ, посвященных изучению свойств расплавов колец [27],

[28]. В системе незацепленных колец при отсутствии самопересечений тополо­

гические узлы не могут быть образованы. Поэтому в некотором приближении

их структура и поведение может имитировать свойства пространственной ор­

ганизации хроматина в клеточном ядре. В работах, как правило, используется

широко известная модель полимерной физики “шарики на пружинках” без то­

пологических ограничений.
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1.1.2. Полужесткая полимерная цепь

Для рассмотрения поведения полужесткой цепи требуется введение жест­

кости. Формируемая в ходе коллапса структура будет отличаться от случая

гибкой цепи: система станет частично кристаллической. Задача коллапса жест­

кой полимерной цепи в “плохом” растворителе представляет большой научный

интерес как со стороны академического сообщества, так и со стороны инду­

стрии изготовления высокопрочных материалов. Одна из первых работа в этой

области принадлежит А.Ю. Гросбергу и А.Р. Хохлову [29]. Позднее разные на­

учные группы предлагали свой ответ на вопрос о том, какие структуры могут

быть сформированы в ходе кристаллизации [30], [31]. Более детальное описание

проблемы коллапса одиночной жесткой цепи и методов решения можно найти в

обзоре [32]. Жесткость цепи не препятствует переходу клубок-глобула, но оказы­

вает существенное влияние на конечную структуру глобулы. Явление перехода

клубок-глобула одиночной полужесткой полимерной цепи аналогично процес­

су кристаллизации полимера из разбавленного раствора неперекрывающихся

полимерных клубков. При кристаллизации выделяют 3 типа систем в зависи­

мости от концентрации полимера: разбавленный раствор неперекрывающихся

клубков, раствор перекрывающихся клубков и расплав, см. рис. 1.3.

В случае разбавленного раствора неперекрывающихся клубков формиру­

ются незацепленные кристаллиты. Ввиду отсутствия зацеплений, структура

кристаллитов формируется наилучшим образом. Однако, кристаллиты не свя­

заны друг с другом, поэтому образец не может быть подвержен направленной

деформации. Рассмотрение одиночного кристаллита очень важно для понима­

ния процессов эволюции структуры со временем при таком предельно низком

значении концентрации полимера в системе [34].

Для получения наиболее прочных волокон в промышленности, как прави­

ло, используется полимерный раствор перекрывающихся полимерных клубков.

Такая полимерная система с одной стороны является не слишком зацепленной,
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Рис. 1.3. а) Расплав, может быть получен в системе из переохлажденного раствора с невы­

сокой долей полимера. б) Раствор перекрывающихся полимерных клубков, 𝑐 > 𝑐*, где 𝑐 -

концентрация полимера, 𝑐* - концентрация перекрывания клубков. в) Разбавленный раствор,

𝑐 < 𝑐*. Изображение заимствовано [33].

а с другой - позволяет осуществлять её направленную деформацию. Фактиче­

ский процесс содержит множество стадий и как правило является комбинацией

из нескольких: низкотемпературная вытяжка, высокотемпературная вытяжка,

вытяжка с использованием химических сшивателей, вытяжка в водной среде и

др.

При использовании концентрированного раствора или расплава осуществить

направленную деформацию для получения волокон достаточно сложно из-за

малой длины зацеплений 𝑁𝑒. Полученный материал не обладает достаточной

прочностью. Однако его изготовление является существенно более дешевым,

чем высокомодульные волокна, полученные из полуразбавленного раствора.

На рис. 1.4 схематически представлена обобщенная информация по полу­

чению волокон из систем с разной концентрации полимера.

При моделировании процесса кристаллизации в качестве механизма жест­

кости может быть использована модель взаимопроникающих сфер [35]. Хотя

наиболее распространенным выбором является использование потенциала на

угол между тремя мономерными звеньями, метод взаимопроникающих сфер

позволяет экономить время вычислений, так как никакие новые силы в урав­
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Рис. 1.4. а) Разбавленный раствор, 𝑐 < 𝑐*, при кристаллизации формируются отдельные

незацепленные кристаллиты, вытяжка не может быть осуществлена. б) Раствор перекрыва­

ющихся полимерных клубков, 𝑐 > 𝑐*, при кристаллизации формируются слабо зацепленные

кристаллиты, при вытяжке это позволяет с одной стороны получить волокно, с другой -

зацепления играют не такую важную роль, как при более высокой концентрации. в) Рас­

плав, при кристаллизации формируется множество небольших кристаллитов, при вытяжке

плотная сетка зацеплений не позволяет получить высокоориентированные волокна.
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нения Ньютона не вводятся. В то же время при использовании метода взаимо­

проникающих сфер цепи остаются нефантомными. Это свойство полимерных

цепей является одним из ключевых при кристаллизации.

В отличие от реального эксперимента, в компьютерном могут быть постро­

ены зависимости длины зацеплений от концентрации 𝑁𝑒(𝜑), см. рис. 1.5. Это

очень удобный параметр для оценки степени зацепленности системы, что очень

важно для дальнейшего получения волокон.

monomers in a straight primitive path segment between two
adjacent kinks55 as the entanglement “length”. All monomers in
the same straight segment share the same value of
entanglement length, denoted as Nei for the ith monomer.

We will use weight-averaged values (Ne = ∑i=1
N Nei/N) for the

whole system in our following discussions. The effect of fixed
chain ends to the calculated entanglement length can be
corrected, e.g., by54,56

* = −N
N

N N/ 1e
e (1)

where Ne* is the normalized entanglement length (length-
independent), and we took the approximation of N/(N − 1) ≃
1 when N ≫ 1.
We are going to investigate systems with volume fractions

(ϕ) ranging from ϕ = 1.0 (pure melt) to ϕ = 0.469. Details will
be given in next section. To study the crystallization behavior,
we define the instantaneous stem length d by the number of
successive trans−trans monomers along the long chain at a
given time.50 The trans−trans state is determined by the
bending angle θ formed by a monomer with its two adjacent
monomers, and not by a dihedral angle, due to the peculiar

bending potential as part of the CG-PVA model that exhibits
three local minima. A monomer is considered to be in a trans−
trans state if its corresponding angle satisfies θ ≥ 150°. A
monomer is considered as crystallized if d ≥ 15.50 Both the
criteria of θ ≥ 150° and d ≥ 15 are obtained from histograms of
statistical results at various temperatures from T = 0.5−1.0 and
work fairly well compared with other methods. We do not find
qualitative differences by varying the threshold over the range
of d = 13−18.50 Every monomer i thus carries its value of the
corresponding stem length, di. The weight-averaged value, d =
∑idi/N, will be used in the following discussion. The
crystallinity of the whole system, denoted by χ, is then
obtained directly from the fraction of long chain monomers
belonging to crystalline stems, i.e., by the probability that di
exceeds 15. We note that this crystallization criterion works
well for the quantification of the crystalline state but is
unsuitable for the characterization of the early stage of
nucleation where d is increasing to 15.

■ GENERATION OF START CONFIGURATIONS

The initial configuration is taken from a pure melt of 100 long
chains (N = 1000) at T = 495 K after a relaxation of 3.5 μs (108

MD steps) at 1 atm. We randomly insert different amounts of

Figure 2. Equilibrium chain properties at different weight fractions w at T = 495 K. (a) Average specific volume (v) versus weight fraction w of the
high molecular weight component. Here, two horizontal dashed lines (v5 and v1000) denote the values for the specific bead volumes of pure solvent
(N = 5) and pure long chains (N = 1000). The red solid dots are the simulation data for the average specific volume v, and the blue dashed curve is
the corresponding ideal result for w-independent specific volumes of the components, v = v5 + (v1000 − v5)w. (b) Mean-square gyration radius Rg

2 of
the long chains versus volume fraction ϕ, employing eq 2. (c) Ratio of mean-square end-to-end distance Ree

2 over square gyration radius versus ϕ.
(d) Weight-averaged entanglement length Ne* calculated by PPA (upper) and Z1 (lower panel) versus ϕ. The red solid dots are the calculated values,
and the blue dashed curves are the fitting functions of Ne*(1)ϕ

−α with α = 1.25 and 1.12, respectively, where Ne*(1) = 31.1 ± 1.1 (PPA) and Ne*(1) =
43.3 ± 1.4 (Z1) are the entanglement lengths of the pure long chain melt (ϕ = 1) at T = 495 K.
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the basis of the concept of primitive paths
introduced by Edwards (38) to complement
his tube model (7 ). Edwards considered a
test chain embedded in an array of rigid,
infinitely thin, spatially fixed line obstacles
representing the constraints imposed by the
other polymers on thermal fluctuations of
the test chain (Fig. 1B). He identified the
random walk–like axis of the tube with
what the called the “primitive” path: the
shortest path between the endpoints of the
original chain into which its contour can be
contracted without crossing any obstacle.
Similar to the tube, the primitive path is
usually discussed without specifying the
relation between the obstacles and the melt
structure. Here we argue that the obstacles
encountered by a test chain are themselves
polymers with identical properties and pro-
pose to apply the primitive-path analysis to
all polymers in the system simultaneously.

The implementation of this idea into a
simulation code for bead-spring chains is
straightforward: First, the chain ends are
fixed in space. Then, the intrachain excluded-
volume interactions are disabled, while re-
taining the interchain excluded-volume in-
teractions. Finally the energy of the system
is minimized by slowly cooling the system
toward T � 0 (39). Without thermal fluc-
tuations and intrachain excluded-volume
interactions, the bond springs try to reduce
the bond length to zero and pull the chains
taut. The interchain excluded-volume inter-
actions ensure that different chains do not
cut through each other, and thus the topol-
ogy is conserved throughout the procedure.
The result of such an analysis is a mesh of
primitive paths (Fig. 3). The primitive-path
analysis automatically accounts for multi-
chain entanglements of arbitrary order
(Fig. 1C2).

Figure 3 shows that individual primitive
paths consist of straight segments of
strongly fluctuating length and more or less
sharp turns at entanglement points between
two paths. Being random walks, they can
be characterized by a Kuhn length, app, and
a contour length, Lpp. Compared to the
original chains, the line tension leads to a
reduction of the contour length Lpp �� L.
Due to the fixed endpoint positions

R 2

pp� � 
R2�, it follows that Lppapp � LlK.
Thus, the primitive paths must have a cor-
respondingly larger Kuhn length in order to
reach the same spatial extension as the
original chains (1). Figure 4 illustrates this
point by showing a comparison of the
mean-square spatial distances 
r2|i – j|� and

r 2

pp|i – j|� between pairs of monomers i and
j for the original chains and the primitive
paths, respectively. It is sufficient to extract
a single number, the average bond length of
the primitive paths, bpp, to determine Lpp �
Nbpp, app � 
R2�/Lpp as well as 
r 2

pp|i – j|�

for arbitrary chemical distances |i – j| (Fig.
4). For all systems studied, Lpp �� app, i.e.,
our chains are sufficiently long to be mul-
tiply entangled. In this limit, the primitive
paths reach essentially the same overall
extension as the original chains for chemi-
cal distances |i – j| �� N, so that we can
neglect finite-N effects in our analysis.

An intuitive way to characterize the to-
pological state of (bead-spring) melts and
solutions is to calculate the number of
monomers between entanglements (often
referred to as entanglement “length”),
which is given by the number of monomers
per Kuhn segment of the primitive path,
Ne � app/bpp. Our results are summarized
in Table 1. For the bead-spring systems, the

extracted values for the entanglement
lengths vary over a wide range 23 � Ne �
363, and we find that (i) stiff chains are
more strongly entangled than flexible
chains and (ii) dilution reduces the number
of entanglements. In the case of polycar-
bonate, we properly reproduce the extraor-
dinarily short entanglement length of Ne �
6 monomers reported in the literature (22).

Having supplied a microscopic defini-
tion of primitive paths as physical observ-
ables and having determined their proper-
ties for melt and solution configurations of
entangled bead-spring model polymers, we
are now in a position to test the predictive
power of the tube model. For this purpose,
we use the standard expression (1)
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Fig. 2. Dimensionless
plateau moduli Gl K

3/kBT
as a function of the di-
mensionless ratio IK/p
of Kuhn length lK and
packing length p. The
figure contains (i) ex-
perimentally measured
plateau moduli for
polymer melts (25) (�;
colors mark different
groups of polymers as
indicated) and semidi-
lute solutions (26–28)
(�); (ii) plateau moduli
inferred from the nor-
mal tensions measured
in computer simulation
of bead-spring melts
(35, 36) (▫) and a semi-
atomistic polycarbonate melt (37) (�) under an elongational strain; and (iii) predictions of the tube
model Eq. 1 based on the results of our primitive-path analysis for bead-spring melts (�), bead-spring
semidilute solutions (●), and the semi-atomistic polycarbonate melt (�). The line indicates the best fit
to the experimental data for polymer melts by Fetters et al. (24). Errors for all the simulation data are
smaller than the symbol size.

Fig. 3. Result of the primitive-path
analysis of a melt of 200 chains of
N � 1 � 350 beads. We show the
primitive path of one chain (red)
together with all of those it is
entangled with (blue). The primi-
tive paths of all other chains in the
system are shown as thin lines.
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Рис. 1.5. а) Сверху результаты расчета зависимости длины зацеплений от концентрации

методом анализа примитивных траекторий [36]. Снизу пример расчета методом Z1 [37]—

[40]. б) Пример изображения системы, после применения процедуры анализа примитивных

траекторий. Изображения заимствованы [36], [41].

Исследование структуры, формируемой в ходе коллапса одиночной цепи,
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описано во 2-й главе и делится на две подзадачи: гибкая и полужесткая поли­

мерная цепь. Каждая подзадача получила развитие в последующих главах 3 и

4.

1.2. Структура хроматина

1.2.1. Общие сведения

Вопрос упаковки хроматина внутри ядра клетки эукариот остается откры­

тым с момента открытия ДНК в 1953 году Френсисом Криком и Джеймсом

Уотсоном [42]. Проблема упаковки ДНК в ядре клетки заключается не только

в её линейных размерах, как часто представляется в литературе, а в форми­

ровании правильной структуры укладки в ядре клетки. Сложная специальная

укладка ДНК нужна для корректного осуществления транскрипции генов, необ­

ходимой для дальнейшего синтеза белков. Суммарная длина ДНК одной клетки

человека составляет около 2 метров, а диаметр клеточного ядра, в котором упа­

кована ДНК, составляет ∼ 10 мкм. Объемная доля хроматина в ядре клетки,

например, для человека составляет ∼ 18% [43], а для Drosophila melanogaster

∼ 30% [44]. Хорошо известно, что ДНК является двухцепочечной спиралью.

В 1974 году в ходе экспериментов по электронной микроскопии Доном и Адой

Олинсами были обнаружены нуклеосомы [45], состоящие из пар белков гисто­

нов (Н2А, Н2В, Н3 и Н4) и ∼ 147 п.н. ДНК. ДНК совершает ∼ 1.67 оборота

вокруг белкового комплекса из гистонов. Схематическое изображение нуклеосо­

мы представлено на рис. 1.6.

Долгое время существовала гипотеза, что нуклеосомы формируют 30-нм

фибриллу, которая затем как-то укладывается в ядре клетки. Формирование

фибриллы является очень эффективным способом компактизации. Однако недав­

ние работы показывают, что формируемая хроматином фибрилла имеет не по­

стоянную толщину, ее структура динамически перестраивается [46], кроме то­

го, было показано, что хроматин организован в фибриллы толщиной 5 − 12 и
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Рис. 1.6. Компьютерное изображение нуклеосомы. В центре в виде зеленых спиралей изоб­

ражены белки гистоны, вокруг которых намотана двухцепочечная спираль ДНК.

24



12−24 нм, со средним размером 14 нм. Поэтому теперь считается, что никакой

регулярной укладки, позволяющей получить 30-нм фибриллу, нет.

На масштабе от нескольких тыс. п.н. до нескольких млн п.н. структура хро­

матина остается предметом дискуссий. Причем не ясны как механизмы форми­

рования пространственной архитектуры хроматина, так и её структура. Суще­

ствует ряд моделей, в которых воспроизводятся некоторые экспериментальные

результаты. Однако общая модель, которая основывалась бы на физико-хими­

ческих процессах и могла бы воспроизвести результаты различных эксперимен­

тов, пока не представлена.

На масштабе хромосом структура является сравнительно более понятной,

хотя и может отличаться у разных видов. В конце 1970-х начале 1980-х был

опубликован ряд работ [47]—[50], где при помощи метода флуоресцентной ги­

бридизации in situ было показано, что в ядре клетки существуют хромосомные

территории, т.е. пространственная локализация отдельных хромосом. Модель

“хромосомных территорий” была впервые предложена для клеток Salamandra

maculata [51]. Сам же термин был введен позднее в 1909 году [52] и означает,

что каждая хромосома локализована в определенной пространственной области

ядра клетки (см. рис.1.7) [53]. Примечательно, что потребовалось почти 100 лет

для подтверждения предложенной модели.

С точки зрения физики полимеров существование хромосомных террито­

рий является удивительным фактом, так как структурно одинаковые полимер­

ные цепи не перемешиваются между собой. Однако изучение этого вопроса оста­

ется за рамками настоящей диссертации, хотя представляет большой научный

интерес.

В настоящей диссертации осуществляется исследование структуры, фор­

мируемой мультиблоксополимером посредством насыщающихся взаимодействий.

Изучение проводилось с помощью компьютерного моделирования. Полученная

структура мультиблокосоплимера используется в качестве модели простран­

ственной организации участка хромосомы в ядре клетки плодовой мушки (Drosophila
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Рис. 1.7. Изображение хромосом человека, локализованных по хромосомным территориям.

Разным цветом окрашены разные хромосомы. Изображение заимствовано [54]

melanogaster) в период клеточного роста.

Клеточный цикл большинства биологических видов состоит из интерфазы

(период клеточного роста) и митоза (период клеточного деления). Интерфаза

состоит из 3 стадий: G1 – стадия роста размеров клетки, S – стадия репли­

кации ДНК, G2 – стадия синтеза белков и подготовки к митозу. Митоз – это

период клеточного деления. Иногда в клеточном цикле выделяют стадию G0,

когда клетка перестает делиться. Эту стадию иногда относят к интерфазе, а

иногда выносят из клеточного цикла отдельно. В настоящей диссертации будет

рассматриваться только интерфаза, она занимает основную часть клеточного

цикла (∼ 98% времени жизни) и представляет наибольший интерес. Именно во

время интерфазы происходит считывание информации с ДНК для последую­

щего синтеза необходимых клетке белков.

В качестве исследуемого организма плодовая мушка (Drosophila melanogaster)

была выбрана по двум причинам: она является одним из наиболее хорошо изу­

ченных организмов с точки зрения молекулярной биологии и для этого вида

были получены актуальные экспериментальные данные нашими коллегами из

ИБГ РАН и ИППИ РАН. Геном этого организма расшифрован [55] и аннотиро­
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ван [56], он состоит из 4 хромосом: 2 гаплоидных хромосом (Х/Y и 4-й хромо­

сом) и 2 пар диплоидных (2 и 3), а размер генома составляет ∼ 144 млн пар

нуклеотидов.

Хроматин эукариот организован иерархически. На масштабе нескольких

миллионов пар нуклеотидов выделяют компартменты активного и неактивно­

го хроматина – крупные агрегаты, состоящие из нескольких сегментов цепи.

На масштабе нескольких сот тысяч п.н. компартмент неактивного хроматина

разделен на ряд взаимодействующих доменов, называемых топологически-ассо­

циированные домены (ТАДы). ТАДы часто являются иерархическими и состо­

ят из более мелких доменов, которые в ряде работ тоже называются ТАДами,

но более мелкими. Аналогично млекопитающим, у плодовой мушки в ТАДах

находится неактивный хроматин, который разделен небольшими участками ак­

тивного хроматина. Разделение генома на ТАДы в существенной мере не зави­

сит от вида клеток и эволюционно консервативно [57], [58]. Нарушение границ

ТАДов приводит к дефектам развития у людей и мышей [59]. Поэтому ТАДы,

по-видимому, могут рассматриваться как некоторый универсальный структур­

ный элемент. Несмотря на большой научный интерес к изучению структуры

хроматина, причины формирования ТАДов до сих пор остаются не до кон­

ца понятыми. Настоящая диссертация в том числе посвящена установлению

структуры мультиблоксополимера с насыщающимися взаимодействиями, опи­

сывающей пространственную организацию хроматина при помощи методов ком­

пьютерного моделирования и привносит новое знание о вероятной архитектуре

генома.

1.2.2. Теоретические подходы к описанию хроматина

В литературе описано множество гипотез о возможной структуре хрома­

тина. Наиболее популярными являются следующие: складчатая (фрактальная)

глобула, экструзия петель (англ. loop extrusion), неспецифические взаимодей­

ствия, обусловленные эпигенетическими модификациями и модель “нитей и пе­
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реключающихся связей” (англ. Strings and Binders Switch, SBS).

Идея организации хроматина в складчатую глобулу принадлежит россий­

ским ученым [12]. Была выдвинута гипотеза, что такая структура позволит

ДНК быстро высвобождать требуемые для считывания участки ввиду отсут­

ствия не только топологических узлов, но даже зацеплений. К необычным свой­

ствам складчатой глобулы также стоит отнести память системы о расположе­

нии звеньев вдоль по цепи на масштабе всей системы [11]. Также складчатая

глобула обладает ускоренной диффузией, что является следствием отсутствия

зацеплений [60]. Для исследования формирующейся структуры могут быть ис­

пользованы такие параметры, как зависимость расстояния между звеньями от

длины сегмента цепи, соединяющего звенья, 𝑅(𝑠) и зависимость вероятности

контакта двух звеньев от расстояния вдоль по цепи, 𝑃 (𝑠). В случае идеальной

гомополимерной цепи эти величины взаимосвязаны, 𝑃 (𝑠) = (𝑅(𝑠))−3 [15], для

неравновесной структуры это равенство не выполняется.

В экспериментах Hi-C [13] на клетках человека была получена зависимость

вероятности контакта 𝑃 (𝑠) ∼ 𝑠1/3, которая соответствует складчатой глобуле.

Однако складчатая глобула, обладающая такими необычными свойствами, мо­

жет быть получена в ходе коллапса только при использовании необратимых

сшивок. В противном случае, со временем будет происходить релаксация струк­

туры в равновесную глобулу с соответствующими зависимостями 𝑅(𝑠) и 𝑃 (𝑠),

см. ур. 1.1. Если говорить о коллапсе полимерной цепи в “плохом” растворителе,

то на масштабе всей цепи структура достаточно долго будет оставаться складча­

той, а на масштабе соответствующих длин получит равновесную конформацию.

Для таких структур степенные показатели в зависимостях 𝑅(𝑠) и 𝑃 (𝑠) не будут

соответствовать ни складчатой, ни равновесной глобулам. Более подробно этот

вопрос будет рассмотрен в Главе 2 настоящей диссертации. К положительным

сторонам модели складчатой глобулы стоит отнести и особенности диффузии.

Диффузия может быть описана уравнением 1.2 [60]. В складчатой глобуле из-за

отсутствия топологических узлов и зацеплений смещение субцепей происходит
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значительно быстрее (𝛽 = 1/2), чем в равновесной (𝛽 = 1/4).

< [𝑥(𝑠, 𝑡+ 𝜏)− 𝑥(𝑠, 𝑡)]2 >∼ 𝐷(𝛿𝑠)𝜏 ∼ 𝜏 1−𝛽 (1.2)

Однако модель складчатой (фрактальной) глобулы имеет и ряд недостатков

при описании хроматина. Глобула - это по определению плотный объект, что не

согласуется с экспериментальными данными микроскопии, объемная доля хро­

матина составляет не более 30%. При анализе результатов Hi-C экспериментов

действительно был обнаружен степенной показатель зависимости вероятности

контакта 𝑃 (𝑠) соответствующий складчатой глобуле [13]. Однако в последую­

щих работах было продемонстрировано, что этот показатель разный не только

для внутри и междоменных областей, но существенно меняется даже для раз­

ных доменов [61]. Степенной показатель 𝛼 в зависимости вероятности контакта

от длины сегмента 𝑃 (𝑠) ∼ 𝑠𝛼 для внутридоменных областей в среднем состав­

ляет 𝛼 ≈ −0.75 (см рис. 1.8), а для междоменных 𝛼 ≈ −1.2.

Рис. 1.8. Слева представлена зависимость относительной вероятности контакта от длины

вдоль по цепи для доменов разного размера, наклон −3/4 приведен в качестве ориентира.

Справа приведены распределения экспоненциальных показателей зависимости вероятности

контакта от геномного расстояния 𝑃 (𝑠) для различных клеточных серий. Цвет рамки микро­

фотографий доменов соответствует определенной клеточной серии. Изображение заимство­

вано [61].
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Другой популярной моделью организации хроматина является экструзия

петель. Белки CTCF и когезин (англ. cohesin, мультибелковый комплекс) ча­

сто находятся на границах ТАДов, поэтому было сделано предположение, что

они участвуют в формировании границ ТАДов [62], [63]. Такой принцип фор­

мирования границ доменов был предложен в 2001 году [64], позднее он был

описан более подробно [65]. В последние годы гипотеза экструзии петель по­

лучила активное развитие, так как результаты, полученные в рамках компью­

терного моделирования, хорошо согласуются с экспериментальными данными

[66], [67]. Основная идея заключается в том, что у млекопитающих в ядрах

клеток присутствует большое количество мультибелкового комплекса когези­

на, морфология которого напоминает кольцо. Когезин является очень важным

компонентом для связывания хромосом с веретеном деления, восстановления

ДНК путем рекомбинации [68] и других процессов. В когезиновое кольцо мо­

жет продеваться петля из 11-нм хроматиновой фибриллы (цепь из нуклеосом).

Движение кольца по хроматину происходит за счет АТФазной активности ком­

плекса. Оно продолжается до тех пор, пока комплекс не встретит связанный

с ДНК белок CTCF, см. рис. 1.9. Отметим, что при протягивании петли хро­

матина сквозь кольцо когезина важна ориентация связывания CTCF. В одном

случае хроматин может продолжить протягивание сквозь кольцо, а в другом

остановится у места связывания CTCF.

Данный подход качественно объясняет причины образования так называ­

емого “следа” на контактной карте. Он задается в виде отрезков, соединяющих

границы домена у диагонали и места их пересечения, см. рис. 1.10.

Гипотеза экструзии петель имеет и ряд недостатков. Во-первых, удале­

ние различных изоляторных белков, типа CTCF, не всегда влияло на профиль

разделения хромосом на ТАДы, а скорее уменьшало плотность контактов внут­

ри ТАДов [69], [70]. Во-вторых, были обнаружены как петлевые домены, где

в начале и конце сегмента, образующего домен находятся сайты связывания

CTCF, так и обычные домены такого же размера без формирования петель
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Рис. 1.9. Схематическое изображение модели экструзии петель. Слева изображены возмож­

ные сценарии участия когезина в формировании структуры хроматина. Справа приведена

контактная карта, полученная в ходе моделирования. Изображение заимствовано[66]

Рис. 1.10. Контактная карта с отмеченными архитектурными особенностями. Изображение

заимствовано с сайта государственного университета Пенсильвании, лаборатории YUE.
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[71]. В-третьих, в рамках компьютерного моделирования было показано, что

наличие такой петли дает существенное увеличение числа контактов вдоль гра­

ниц домена, но не увеличивается плотность контактов внутри домена на карте

контактов. Помимо вышесказанного, когезин состоит из двух цепей, которые

формируют кольцо. Длина каждой цепи составляет ∼ 40 нм, а толщина хро­

матиновой фибриллы составляет ∼ 11 нм. Тогда, если представить, что фор­

мируется идеальное кольцо - его диаметр будет составлять ∼ 25 нм, что очень

близко к удвоенному размеру хроматиновой петли ∼ 22 нм. Кроме того, в явном

виде не описан механизм работы такого молекулярного мотора и почему хро­

матину выгодно сформировать петлю, чтобы продеть её в когезиновое кольцо.

Также отметим, что эта модель объясняет архитектуру хроматина не для всех

организмов, а ограничивается млекопитающими. Так, например, для бактерии

Caulobacter установлено, что за границы ТАДов отвечают активно транскриби­

руемые гены, а не структурные белки [72]. Однако, несмотря на существующую

критику, экструзия петель может являться одним из механизмов упаковки хро­

матина. Более того, в недавней экспериментальной работе было показано, что

при митозе такой механизм присутствует [73], но в качестве кольцевого молеку­

лярного мотора выступает другой белковый комплекс, конденсин.

Другая модель пространственной организации хроматина строится на том,

что ключевую роль играют эпигенетические изменения. Эпигенетические изме­

нения - модификации хроматина без изменения последовательности ДНК. Они

происходят, как правило, при делении клетки и связаны с фазовым расслое­

нием хроматина [74]. Наиболее известными типами эпигенетической модифи­

кации хроматина является метилирование ДНК, фосфорилирование и ацети­

лирование гистонов. Метилирование ДНК происходит в области CpG динук­

леотида путем присоединения метильной группы к цитозину. Метилирование

является важным процессом при дифференцировке клеток. При мутации гена

метилтрансферазы у мыши зародыш погибает на начальных этапах развития

[75]. Фосфорилирование гистонов происходит у большинства биологических ви­
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дов, преимущественно с гистонами Н3 и Н1. Существует несколько объяснений

этого процесса, например, транскрипция у Drosophila melanogaster [76]. Ацети­

лирование может осуществляться на всех гистонах, входящих в нуклеосому.

При ацетилировании замещается положительный заряд на остатке лизина, что

препятствует ассоциации нуклеосом. Более подробно о функциях ацетилирова­

ния можно прочитать в обзоре [77]. Ассоциация неацетилированых нуклеосом

лежит в основе гипотезы, описанной в главе 4 настоящей диссертации.

ДНК является отрицательно заряженной биополимерной цепью, а основ­

ным растворителем в ядре клетки является вода (полярный растворитель),

поэтому, с точки зрения физики полимеров, цепь находится в “хорошем” рас­

творителе и должна иметь клубковую конформацию. Размер клеточного ядра

существенно меньше размера ДНК, поэтому она должна оказывать высокое

осмотическое давление на мембрану клеточного ядра. Однако за счет нали­

чия гистонов, противоионов, белков и ферментов заряд оказывается скомпенси­

рованным, присутствие солей экранирует электростатические взаимодействия,

а различные механизмы компактизации уменьшают эффективную контурную

длину. В результате ДНК формирует компактную структуру, а оказываемое ос­

мотическое давление не существенно. Кроме того, в клеточном ядре присутству­

ет ламина – фибриллярная сеть жесткой структуры, подстилающая ядерную

мембрану и дополнительно усиливающая её. Ламина препятствует разрушению

ядра как изнутри, так и снаружи.

Рассмотрим некоторые детали модели, основанной на эпигенетических из­

менениях, которая используется в настоящей диссертации. У нуклеосомы име­

ются положительно заряженные концы гистонов H3 и отрицательно заряжен­

ные области на гистонах H2A. Пространственно они расположены таким обра­

зом, что двум нуклеосомам очень удобно формировать ассоциацию типа “ключ­

замок”. Такой механизм взаимодействия очень широко распространен в био­

логических системах. В ходе ацетилирования положительный заряд на конце

гистона H3 замещается ацетильной группой, см. рис. 1.11. В том случае, ес­
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Рис. 1.11. На рисунке схематически изображены процессы ацетилирова­

ния/деацетилирования.

ли у одной нуклеосомы заряженная группа замещена ацетильной группой, то

связывание возможно, если у обеих - нет. Энергетический выигрыш от связыва­

ния при участии одной ацетилированной нуклеосомы существенно уменьшает­

ся, скорее всего время жизни такой пары невелико из-за конкуренции. Согласно

экспериментальным данным уровень экспрессии генов хорошо коррелирует со

степенью ацетилирования, см. рис 1.12.

Еще одной известной моделью, описывающей организацию хроматина, яв­

ляется подход под называнием “Нити и переключающиеся связи” (англ. “strings

and binders switch” – SBS) [78]. В этой модели рассматривается структура, фор­

мируемая полимерной цепью и свободными частицами сшивателя. Частицы

равномерно распределены в растворе в начальный момент времени, которые

затем формируют связи со звеньями цепи. Валентность сшивателя равна 6, она

определена эмпирическим путем. Варьируя концентрацию сшивателя можно

получать как компактные, так и очень разреженные структуры. Моделирова­
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Рис. 1.12. Вверху изображен участок контактной карты хромосомы 2R Drosophila

melanogaster, ниже распределения РНК полимеразы II (RNAPol II), ацетилированной мо­

дификации гистона H3 (H3K27ac) и гистона H1. Изображение заимствовано [2].

ние осуществлялось методом Монте-Карло. Выбор значения концентрации свя­

зан с экспериментальными значениями зависимостей (вероятности контакта и

расстояния между локусами от геномного расстояния, 𝑃 (𝑠) и 𝑅(𝑠)). Несмотря

на то, что полученный скейлинг совпадает с экспериментальным, не до конца

понятной остается природа существования таких сшивок с высокой валентно­

стью. Однако идея получения трехмерной структуры хроматина при помощи

искусственного сшивателя является очень интересной.

Глава 4 посвящена моделированию структуры мультиблоксополимера и

проверке гипотезы о ключевой роли транскрипции в формировании простран­

ственной структуры хроматина. Задача решалась методом компьютерного мо­

делирования. Похожие модели для решения предложенной задачи использова­

лись и ранее [78]—[81]. Например, существует модель мультиблоксополимера

[82], состоящего из звеньев 4 типов: активный, связанный с белками группы

HP1, поликомбный и молчащий хроматин. Моделирование было выполнено ме­

тодом молекулярной динамики в термостате Андерсена, а уровень огрубления

был выбран так, что 1 звену соответствует 10 тыс. п.н. Проверялась гипотеза

о специфичности взаимодействия одинаковых типов хроматина, была найдена
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область мультистабильности на фазовой диаграмме специфических и неспеци­

фических взаимодействий, которая позволяет получать контактные карты, по­

хожие на экспериментальные. Однако, оказывается, что карта контактов для

такой модели зависит от начальных условий. А измерение коэффициента диф­

фузии осуществляется в предположении, что начальной конформацией являет­

ся случайное блуждание.

1.2.3. Экспериментальные методы

В настоящее время круг экспериментальных методов для изучения ор­

ганизации хроматина в ядре клетки очень широк. Можно выделить 3 кате­

гории: 3С-методы, флуоресцентная гибридизация и эпигенетические методы.

3С-методы (англ. chromosome conformation capture, фиксация конформации хро­

мосом) являются ключевыми для определения вероятности контакта между

двумя участками хроматина. Существует огромное количество их разновид­

ностей: 3С, 4С, 5С и другие, наибольший интерес для настоящей диссерта­

ции представляет метод Hi-C. Благодаря современным методам секвенирования

этот метод позволяет изучать пространственную организацию всего генома. Та­

кие эксперименты были выполнены на клетках человека [13], [57], [71], мыши

[57], [83], плодовой мушки [63], [84], дрожжей [85], [86], растения резуховидки

(Arabidopsis) [87], [88] и некоторых других организмов [58], [72], [89]. Схема экс­

перимента Hi-C представлена на рис. 1.13. Для проведения эксперимента Hi-C

используется популяция клеток ∼ 107, общий протокол эксперимента приведен

ниже.

∙ Клетки помещаются в формальдегид, на этом этапе фиксируется кон­

формация хроматина. Формальдегид практически не формирует сшивки

ДНК-ДНК, зато формирует сшивки белок-белок и белок-ДНК, а так как

ДНК намотана на белки гистоны, то считается, что конформация ДНК

тоже зафиксирована.
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∙ Добавляется рестриктный фермент, на приведенном изображении 1.13 это

HindIII, но может быть и не такой частощепящий. ДНК разрезается в тех

местах, где встречается необходимая последовательность нуклеотидов и

формируются так называемые “липкие” концы.

∙ Добавляются специальные участки, состоящие из нескольких нуклеоти­

дов с биотиновыми метками, которые образуют связи с “липкими” конца­

ми ДНК.

∙ С помощью фермента ДНК-лигазы производится сшивание соседних участ­

ков ДНК друг с другом.

∙ Удаляется формальдегид и разрезается ДНК другим ферментом, на рис.

1.13 это Nhel. Это позволяет получить короткие линейные цепи, которые

состоят из двух и более сегментов ДНК.

∙ Выделяется фракция цепей, у которых имеются биотиновые метки, и по­

лученный продукт отправляется на секвенирование.

∙ После расшифровки часть буквенных последовательностей удается анно­

тировать на геном и может быть построена карта контактов, из которой

можно понять какие участки насколько часто находятся близко в про­

странстве.

Считается, что пространственная близость необходима для функциониро­

вания механизма регуляции экспрессии “энхансер-промотор”. Наиболее часто

контактирующие участки могут быть такой парой энхансер и промотор, и экс­

перимент Hi-C позволяет их выявить.

Другой тип экспериментов получил название флуоресцентная гибридиза­

ция in situ (англ. FISH). Он был впервые предложен в 1982 году [90] для опреде­

ления пространственного местоположения определенных последовательностей

на хромосомах. В этом молекулярном цитогенетическом методе используются
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Рис. 1.13. Схема эксперимента Hi-C. Изображение заимствовано [13]

последовательности с флуоресцирующими метками или с мишенями для та­

ких меток. Такие последовательности встраиваются в комплементарные участ­

ки ДНК (гибридизация) и позволяют с помощью флуоресцентного микроскопа

детектировать их. Эксперимент проводится на одиночных клетках. Весь экспе­

римент состоит из нескольких этапов (см. рис. 1.14).

∙ Подготовка проб (участков ДНК) для связывания. С одной стороны, они

не должны быть слишком короткими, чтобы специфически связаться с

нужной областью, с другой стороны - они не должны препятствовать ги­

бридизации. Как уже было упомянуто, зонд либо напрямую помечается

при помощи флуорофора, либо помечается мишенями для антител, содер­

жащих флуорофор. Способ маркировки может быть любым.

∙ Подготовка клеток в интересующей фазе клеточного цикла. В отличие

от эксперимента Hi-C, где используется большая популяция клеток и для

изучения организации хроматина в интерфазе синхронизация клеток по

циклу не требуется (митоз занимает около 1% времени жизни), для флу­

оресцентной гибридизации случайное попадание в не интересующую ста­

дию клеточного цикла приведет к неправильным результатам.

∙ Перфорация ядерной мембраны для доставки проб к хроматину.
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∙ Денатурация (расплетение, плавление) ДНК за счет повышения темпера­

туры и осуществление гибридизации.

∙ Удаление всех негибридизрованных образцов во время множественных

промывок.

∙ Получение микроскопических снимков, которые затем отправляются на

анализ.

Рис. 1.14. Схема эксперимента FISH. а-в) - подготовка участка ДНК с флуорофором. г-д) -

подготовка клеток и расплетение ДНК с помощью температурной денатурации. е) - гибри­

дизация. ж-з) - получение конечного объекта исследование и проведение флуоресцентной

микроскопии. Изображение существенно переработано с частичным заимствованием [91].

К преимуществам метода FISH стоит отнести возможность наблюдения

за динамикой помеченных локусов [92] и возможность использования разных

цветов при разметке локусов для определения расстояния между ними. Новые

методики позволяют наблюдать за одиночным участком ДНК ∼ 106 п.н., таким

образом можно получить данные о форме целого ТАДа. При стандартном под­

ходе размер пробы для специфичного связывания должен иметь длину 102−103

п.н. Недостатки этого метода заключаются в ограниченном наборе флуорофо­

ров, из-за этого пометить весь геном разным цветом или большую его часть

невозможно. Вероятно, в обозримом будущем эта проблема будет решена и это

снимет большую часть вопросов. Другим недостатком этого метода является ма­

лая статистика при проведении эксперимента и, как следствие, большая ошибка

у наблюдаемых величин. Кроме того, для определения расстояния между дву­
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мя локусами, расстояние вдоль по цепи должно быть не менее 103 п.н. [93]. В

связи с этими ограничениями, метод позволяет строить зависимость расстояния

в пространстве от длины вдоль по цепи для очень небольшого числа локусов в

одиночной клетке.

Третья группа экспериментальных подходов называется эпигенетическими

методами. Напомним, к эпигенетическим изменениям относят метилирование

ДНК (присоединение метильной группы к цитозину), ремоделирование хрома­

тина (перераспределение плотности нуклеосом на цепи), модификацию гисто­

нов (метилирование, ацетилирование, фосфорилирование и др.). Существует

множество экспериментальных методик, например, иммунопреципитация хро­

матина (ChiP-on-chip, ChiP-Seq), идентификация метилтрансферазы аденина в

ДНК (DamID) и другие, подробнее с этой группой методов можно ознакомить­

ся в обзорах [94], [95]. Основной задачей эпигенетических методов является по­

лучение эпигенетического профиля цепи, показывающего наличие какой-либо

модификации. Например, в настоящей диссертации для построения модели хро­

матина будет использован профиль ацетилирования хроматина.

1.3. Диссипативная динамика частиц

Диссипативная динамика частиц (ДДЧ) – это метод компьютерного моде­

лирования, который позволяет исследовать структурные и динамические свой­

ства жидкостей и полимерных систем. ДДЧ является мезоскопическим методом

молекулярной динамики, в котором моделируется поведение точечных частиц с

эффективным исключенным объемом. Метод является мезоскопическим в том

смысле, что за одну частицу принимается несколько атомов или молекул. Внут­

ренние степени свободы моделируемой частицы не рассматриваются. Модели­

руемое пространство следует считать континуальным за счет использования пе­

риодических граничных условий. Однако, никакого запрета на взаимодействие

через периодические граничные условия нет. ДДЧ подразумевает моделирова­
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ние растворителя в явном виде, это связано с особенностями термостата.

Впервые этот метод был предложен для моделирования простых жидко­

стей [96], [97]. Позднее, для моделирования полимеров было предложено исполь­

зовать модель “шариков на пружинках” [98], [99]. Поведение взаимодействую­

щих объектов подчиняется законам Ньютона 1.3.

𝑑ri
𝑑𝑡

= vi, 𝑚𝑖
vi

𝑑𝑡
= fi, (1.3)

где ri – координаты 𝑖-й частицы, vi – скорость 𝑖-й частицы, 𝑚𝑖 – масса 𝑖-й части­

цы, а fi – сила, действующая на 𝑖-ю частицу. При моделировании, как правило,

массу полагают равной единице. Сила, действующая на каждую частицу, может

быть записана в виде выражения 1.4.

fi =
∑︁
i ̸=j

(Fc
ij + Fd

ij + Fr
ij), (1.4)

где суммирование производится по всем частицам, находящимся на расстоянии,

меньшем радиуса обрезки 𝑟𝑖𝑗 < 𝑟𝑐𝑢𝑡. Радиус обрезки принимается равным еди­

нице, это сделано для упрощения расчета сил. Суммарная сила, действующая

на частицу, состоит из трех вкладов: консервативная сила, диссипативная сила

и парная случайная сила 1.5.

Fc
ij =

⎧⎪⎨⎪⎩𝑎𝑖𝑗(1− 𝑟𝑖𝑗 r̂ij) при 𝑟𝑖𝑗 < 𝑟𝑐𝑢𝑡

0 при 𝑟𝑖𝑗 ≥ 𝑟𝑐𝑢𝑡

- консервативная сила,

Fd
ij = 𝛾𝑑𝑝𝑑𝑤

𝐷(𝑟𝑖𝑗)(r̂ijvij)r̂ij, - диссипативная сила,

Fr
ij = 𝜎𝑤𝑅(𝑟𝑖𝑗)𝜃𝑖𝑗 r̂ij, - случайная сила,

(1.5)

где rij = ri − rj – вектор между 𝑖-й и 𝑗-й частицами, 𝑟𝑖𝑗 = |rij| – расстоя­

ние между 𝑖-й и 𝑗-й частицами, r̂ij = rij/|rij| – единичный вектор между 𝑖-й

и 𝑗-й частицами, 𝑟𝑖𝑗 < 𝑟𝑐𝑢𝑡 = 1.0 – условие на радиус обрезки, 𝜃𝑖𝑗(𝑡) – слу­

чайно флуктуирующая величина с гауссовым распределением: ⟨𝜃𝑖𝑗(𝑡)⟩ = 0 и

⟨𝜃𝑖𝑗(𝑡)𝜃𝑘𝑙(𝑡′)⟩ = (𝛿𝑖𝑘𝛿𝑗𝑙+𝛿𝑖𝑙𝛿𝑗𝑘)𝛿(𝑡− 𝑡′); 𝑤𝐷 и 𝑤𝑅 - зависящие от расстояния функ­

ции, обращающиеся в ноль при 𝑟 > 𝑟𝑐𝑢𝑡. Консервативная сила Fc
ij является
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силой мягкого отталкивания, действующей вдоль прямой, соединяющей точеч­

ные частицы. Общий вид потенциала консервативной силы приведен на рис.

1.15, такой мягкий потенциал был получен путем усреднения потенциала Лен­

нард-Джонса [100]. Главными особенностями потенциала, используемого при

Рис. 1.15. а) Мягкий потенциал взаимодействия, используемый в ДДЧ, в сравнении с потен­

циалом Леннард-Джонса. б) Схематическое представление модели звеньев на пружинах.

расчетах в ДДЧ, являются отсутствие сингулярности в нуле, что позволяет ис­

пользовать существенно больший временной шаг интегрирования по сравнению

с молекулярной динамикой, использующей потенциал типа Леннрад-Джонса.

Параметр 𝑎𝑖𝑗 характеризует величину отталкивания и является управляющим

параметром для выбора качества растворителя / температуры. Диссипативная

и случайная силы действуют вдоль прямой, соединяющий центры объектов.

Также было показано [101], что существует взаимно однозначное соответствие

между функциями 𝑤𝑅 и 𝑤𝐷 1.6.

𝑤𝐷(𝑟) = [𝑤𝑅(𝑟)]2 =

⎧⎪⎨⎪⎩(1− 𝑟2) где 𝑟 < 1

0 где 𝑟 ≥ 1

𝜎2 = 2𝛾𝑑𝑝𝑑𝑘𝐵𝑇

(1.6)

Диссипативная сила является аналогом силы вязкого трения, а парная

случайная сила выполняет роль генератора энергии в системе. Эти две силы
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составляют термостат с одноименным названием “диссипативная динамика ча­

стиц”.

Для полимерных систем необходимо использование дополнительной силы

для описания химических связей между мономерными звеньями. На частицы,

являющиеся соседними звеньями цепи действует упругая сила 𝐹 𝑏
𝑖𝑗, определен­

ная в уравнении 1.7. Следует отметить, что линейный и угловой моменты со­

храняются.

𝐹 𝑏
𝑖𝑗 = −𝑘(𝑟𝑖𝑗 − 𝑟0)r̂ij, (1.7)

где 𝑘 – жесткость связи, а 𝑟0 – длина недеформированной связи. Под равновес­

ной длиной связи понимается такое расстояние, на котором сила объемного от­

талкивания уравновешивается упругой силой, длины недеформированной связи

и равновесной связи не равны. Это важно при расчете фактической контурной

длины цепи. Метод ДДЧ согласуется со скейлинговой теорией полимеров (дает

правильные зависимости радиуса инерции полимерного клубка от длины цепи)

и теорией Кирквуда в хорошем растворителе [102], [103]. При исследовании ко­

эффициентов трения в модели Рауза и ДДЧ было установлено прямое соответ­

ствие между ними. Это означает, что метод ДДЧ может быть использован для

моделирования систем с высокой концентрацией полимера вплоть до расплава.

Для расчета сил, скоростей и координат используется скоростной алгоритм

Верле [104], [105], алгоритм расчета приведен ниже 1.8.

ri(𝑡+Δ𝑡) = ri(𝑡) + Δ𝑡vi(𝑡) + 1/2(Δ𝑡)2fi(𝑡),

ṽi(𝑡+Δ𝑡) = vi(𝑡) + 𝜆Δ𝑡fi(𝑡),

fi(𝑡+Δ𝑡) = fi(r(𝑡+Δ𝑡), ṽ(𝑡+Δ𝑡)),

vi(𝑡+Δ𝑡) = vi(𝑡) + 1/2Δ𝑡(fi(𝑡) + fi(𝑡+Δ𝑡)).

(1.8)

Исходя из вида потенциала для консервативной силы можно сделать вывод, что

цепь является фантомной, что существенно ускоряет динамику многих процес­

сов, оставляя за рамками возможностей метода корректное описание узлов, за­
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цеплений и других топологических эффектов в полимерных системах. Однако,

можно применить следующий прием [106]: из моделирования можно получить

минимальное расстояние, на которое могут подойти две несвязанные частицы

𝑟𝑚𝑖𝑛. Следовательно, эффективный радиус исключенного объема частицы будет

равен 𝑟𝑚𝑖𝑛/2. Максимальную длину связи можно обозначить 𝑙𝑚𝑎𝑥. Тогда, из гео­

метрических соображений можно легко вычислить, что цепь будет нефантомна,

если будет выполнено неравенство 1.9, см. рис. 1.16 (б).

√
2𝑟𝑚𝑖𝑛 > 𝑙𝑚𝑎𝑥 (1.9)

Рис. 1.16. а) Гистограмма расстояний связанных звеньев и удвоенного расстояния несвязан­

ных. б) Схема геометрического построения для расчета условия отсутствия самопересечений.

На практике данное условие избыточно (избыточность проверялась эмпи­

рическим путем на основе анализа траекторий длиной свыше 100 млн шагов) и

достаточно использовать более слабое условие 2𝑟𝑚𝑖𝑛 > 𝑙𝑚𝑎𝑥, на рис. 1.16 (а) по­

строены нормированные гистограммы длин связей и расстояния между звенья­

ми для 𝑎𝑖𝑖 = 150, 𝑟0 = 0.5, 𝑘 = 150. Введенные величины будут равны 𝑟𝑚𝑖𝑛 = 0.7,

𝑙𝑚𝑎𝑥 = 0.7 и неравенство выполняется.

Моделирование неограниченного пространства при явном учете раствори­

теля технически невозможно, поэтому используются периодические граничные
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условия по всем направлениям. При проведении компьютерных экспериментов

фактический размер ячейки моделирования всегда варьируется, чтобы убедить­

ся в отсутствии “эффекта конечного размера”. Этот эффект может проявляться,

например, при исследовании поведения полимера в “хорошем” растворителе. Ес­

ли контурная длина цепи составляет 𝑁 = 1000 звеньев, для полимерной цепи в

“хорошем” растворителе известно выражение 𝑅(𝑠) ∼ 𝑠3/5, тогда для выбранно­

го полимера 𝑅(1000) ≈ 𝑙𝑏𝑜𝑛𝑑 * 10003/5 ≈ 63.1 ед. (если принять 𝑙𝑏𝑜𝑛𝑑 равным 1).

Однако стоит отметить, что это лишь наиболее вероятное расстояние между

концами, а конформация цепи сильно флуктуирует, как и значение расстоя­

ния между концами цепи. Поэтому, если размер моделируемого пространства

будет выбран равным 63.1 ед., то цепь будет встречать себя через периодиче­

ские границы и взаимодействовать с собой посредством мягкого потенциала,

а наиболее вероятное значение расстояния между концами будет отличаться в

меньшую сторону от аналитически рассчитанного 63.1 ед.

1.4. Насыщающиеся взаимодействия

Механизм насыщающихся взаимодействий был предложен в 1976 году [107].

В работе изучалось поведение длинной цепи при возможном образовании обра­

тимых парных сшивок между некоторыми звеньями цепи. Было показано, что

в такой системе возможен переход клубок-глобула. Несмотря на то, что этот

переход выглядит как переход второго рода, так как изменение характеристик

размера системы происходит достаточно плавно, формально он является пере­

ходом первого рода. В упомянутой работе [107] было проведено аналитическое

исследование такого механизма коллапса цепи, были рассмотрены идеальная

цепь и цепь с исключенным объемом.

В настоящей диссертации этот механизм и его аналитическое описание бу­

дут использованы для моделирования структуры хроматина. В качестве апро­

бации механизма коллапса и проверки реализации было выполнено моделиро­
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вание цепи длиной 𝑁 = 1000 звеньев в атермальном растворителе при разной

доле связанных звеньев. Была построена зависимость радиуса инерции от доли

связанных звеньев, см. рис. 1.17. На рис. 1.17 (а) хорошо видны области клубко­

вого и глобулярного состояний. Всего может быть образовано 𝑁/2 связей, доля

Рис. 1.17. Зависимость радиуса инерции от доли связанных звеньев в системе. Три конфор­

мации, полученные для разных значений доли связанных звеньев: 𝑐 = 0.06, 𝑐 = 0.23, 𝑐 = 0.77,

соответственно.

образованных связей выражается через отношение фактически образованных

связей ко всем возможным. Контурные связи исходной цепи не могут быть

разорваны, процедура формирования/разрыва дополнительных связей распро­

станяется только на пары несоседних вдоль по цепи звеньев. При коллапсе под

действием насыщающихся взаимодействий наиболее интересным является не
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наличие фазового перехода, а отсутствие сильных флуктуаций при любых зна­

чениях доли связанных звеньев. Как видно из рис. 1.17 малое изменение пара­

метра приводит к слабому отклику. При рассмотрении поведения системы при

коллапсе посредством объемных взаимодействий полимерная цепь в области

𝜃-температуры является очень флуктуирующим объектом и в случае идеаль­

ной цепи в пределе 𝑁 → ∞ при любом конечном отклонении от 𝜃-температуры

произойдет переход в состояние набухшего клубка или глобулы в зависимости

от того, каким будет изменение параметра 𝜒 < 1/2 или 𝜒 > 1/2 в модели

Флори-Хаггинса.

Механизм насыщающихся взаимодействий использован для моделирова­

ния взаимодействия типа “ключ-замок” между положительно заряженным хво­

стом гистона Н3 и отрицательно заряженной областью на нуклеосомах H2A и

H4. Перейдем к описанию технических особенностей реализации модели.

Общее название механизма “насыщающиеся взаимодействия” означает, что

звено взаимодействует ровно с 𝑢 звеньями из своего окружения, причем 𝑢 > 0 и

𝑢 9 ∞, 𝑢 – валентность взаимодействия или степень насыщения. Для компью­

терного моделирования хроматина будет использовано только одно значение

валентности взаимодействия 𝑢 = 1. Взаимодействие может быть реализова­

но разными способами, например, через какой-либо потенциал, формирование

связи. В настоящей диссертации, по аналогии с работой И.М. Лифшица [107],

будет использовано формирование обратимых связей. Таким образом, опреде­

ленные звенья будут иметь возможность обратимо образовать одну дополни­

тельную связь. Образование и разрыв связей происходит с заранее заданной

вероятностью. Расчет возможного образования и разрыва происходит каждые

𝑁𝑐ℎ = 200 шагов ДДЧ. Выбор такого временного интервала связан с необхо­

димостью локальной релаксации и предотвращением получения конформации

системы, которая является кинетически замороженной. Если уменьшить 𝑁𝑐ℎ

до 20 шагов ДДЧ, то звено 𝑖 после разрыва дополнительной связи со звеном 𝑗

не успеет сменить пространственных соседей и с большой вероятностью звено
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𝑖 сформирует в следующий раз связь с тем же звеном 𝑗. Для образованных в

ходе моделирования связей разрыв осуществляется тривиально, каждая связь

может быть удалена с заданной вероятностью через 𝑁𝑐ℎ = 200 шагов ДДЧ. С

образованием связей все несколько сложнее, так как фактическая вероятность

образования связи зависит от числа соседей, имеющих свободную валентность.

Все соседи сортируются по возрастанию расстояния от рассматриваемого звена,

затем с каждым из соседей проверяется возможность сформировать связь. Оче­

видно, что такие конкурентные процессы образования и разрыва связей имеют

некоторый баланс, который мы будем называть долей образованных связей.

В уравнении для консервативной силы метода ДДЧ (уравнение 1.5) исполь­

зуется значение 𝑎𝑖𝑗, для предотвращения фантомности цепи этот параметр был

задан как 𝑎𝑖𝑖 = 150. В одной из первых работ [108] этот параметр равен 𝑎𝑖𝑖 = 25,

для соответствия значению сжимаемости воды. Для задач настоящей диссерта­

ции гораздо важнее отсутствие событий самопересечения цепи, чем нормировка

на свойства воды. При увеличении параметра отталкивания - увеличивается и

исключенный объем звена, а так как плотность остается прежней (𝜌 = 3), то

увеличивается давление в системе. Однако, оказывается, что изменится и рас­

пределение числа соседей, см. рис. 1.18.

Важно, что при разных абсолютных значениях параметров объемных вза­

имодействий, меняется как форма распределения, так и абсолютное число ча­

стиц в радиусе обрезки 𝑟𝑖𝑗 < 𝑟𝑐𝑢𝑡. Следовательно, при моделировании систем

с одинаковыми отношениями вероятностей образования и разрыва связей, но

разными абсолютными значениями параметров объемного взаимодействия 𝑎𝑖𝑗,

доля образованных связей будет разной. Поэтому выбор значений вероятностей

образования/разрыва должен происходить следующим образом:

1. Выбор значений параметров объемных взаимодействий.

2. Варьирование параметров механизма насыщающихся взаимодействий для

определения кривой перехода.
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Рис. 1.18. Гистограмма распределения числа соседей для разных значений 𝑎𝑖𝑖. Распределение

состоит из всех парных расстояний, удовлетворяющих условию 𝑟𝑖𝑗 < 1.2
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3. Выбор параметров механизма насыщающихся взаимодействий, для осу­

ществления моделирования системы в интересующих режимах.

При решении задачи о структуре пространственной организации хроматина, в

которой используется модель блок-сополимера, важно первоначально провести

исследование гомополимера с насыщающимися взаимодействиями.

1.5. Кристаллизация полимерных цепей

Кристаллизация полимеров играет важную роль в макроскопических свой­

ствах широкого круга материалов. Такие материалы могут использоваться в

судостроении, средствах индивидуальной защиты и т.д. Внутренняя структура

Рис. 1.19. Структура полимерного волокна при вытяжке закристаллизованного полимера. а)

Микрофотография. б) Схематическое представление структуры типа шашлыка (англ. shish­

kebab). Изображение заимствовано [109].

таких материалов часто бывает очень сложной, например, на рис. 1.19 (а),(б)

приведена структура “шашлык”. Такие структуры формируются в ходе ориен­

тационной вытяжки после кристаллизации полимерной системы. Объяснение

причин формирования подобных структур в ходе процесса кристаллизации по­

лимера на молекулярном уровне является одной из важных нерешенных задач

современной физики полимеров [110], [111]. Процессы, происходящие при кри­

сталлизации полимера, все еще остаются плохо изученными. Более того, в ряде
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случаев неизвестен даже общий сценарий кристаллизации и то, как влияют

внешние условия и микроскопические свойства цепи на процесс кристаллиза­

ции. Полимерная цепь с точки зрения физики отличается от низкомолекуляр­

ных соединений наличием ограничений в виде химических связей между мо­

номерными звеньями. Наличие связей проявляется в том, что у полимерной

цепи очень маленькая энтропия по сравнению с аналогичным числом разорван­

ных звеньев. В том случае, если концентрация полимера выше концентрации

перекрывания полимерных клубков 𝑐 > 𝑐*, образуется сетка зацеплений, сфор­

мированная нефантомными полимерными цепями. Наличие сетки зацеплений

существенно замедляет динамику системы, что придает полимерным системам

необычные механические свойства. Вдобавок такая сетка зацеплений приводит

к тому, что полимерная система не может быть закристаллизована целиком,

т.е. сформировать монокристалл. Поэтому, если речь идет о кристаллизации в

полимерах - имеются ввиду только частично закристаллизованные системы.

При кристаллизации возможно образование сферолитов [112]. Сферолит -

это агрегат, который может быть сформирован как сам по себе, так и внутри

кристалла, он имеет радиально-лучистую структуру.

Кристаллизация полимеров, как явление, было открыто более 60 лет назад

[113], [114], но до сих пор не предложена теоретическая модель для описания

данного явления, основанная на подходах статистической физики макромоле­

кул. Существует классическая теория Лоритцена и Хоффмана [115]—[118], но

эта теория основана на теории нуклеации низкомолекулярных веществ и не опи­

сывает полимерные конформации. Было показано, что существует существен­

ное несоответствие (на 2 порядка) толщины ламели между экспериментальны­

ми данными и теорией Лоритцена и Хоффмана [119]. Другой проблемой теории

является отсутствие зависимости толщины ламелей от температуры кристалли­

зации, что не согласуется с экспериментальными данными [120].

Фактически большинство современных подходов, описывающих кристал­

лизацию полимера, не соответствуют некоторому микроскопическому сценарию
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Рис. 1.20. Микрофотографии сферолита. Сверху сферолит сформирован в кристалле. Сни­

зу сферолит сформирован как отдельный сферический агрегат. Изображение заимствовано

[112].

кристаллизации полимеров на уровне конформации цепи и ее статистического

поведения. Исключением является работа [121], где предлагается простая кине­

тическая модель формирования полимерных кристаллических ламелей, осно­

ванная на конкуренции между клубковой и стержнеподобной конформациями

в переохлажденном полимерном расплаве. Этот подход предсказывает правиль­

ную зависимость толщины ламели от температуры, аналогично феноменологи­

ческому подходу, описанному в другой работе [122].

В настоящее время аналитический и численный подходы во многом согла­

суются, например, равновесная конформация жесткой полимерной цепи явля­

ется скорее частично складчатой конформацией, а не стержнеобразной [119],

[123]—[125]. Однако в ряде работ, [123], [124] по аналогии с теорией Лоринтцена

и Хоффмана, основной движущей силой кристаллизации считается межмоно­

мерное притяжение. В других работах [126]—[130] указывается, что межмоно­

мерное притяжение играет главную роль только на поздних этапах кристалли­

зации при перетягивании цепей между кристаллитами и переходе системы в
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стеклообразное состояние.

Компьютерное моделирование играет важную роль в создании микроско­

пической модели кристаллизации полимера. Кристаллизация полимеров изуча­

лась с помощью компьютерного моделирования как методами молекулярной

динамики [119], [127]—[135], так и стохастическим методом Монте-Карло [125],

[136], [137]. Основные научные коллективы, работающие в данной области, – это

группа Т. Ямамото [129], [137], Г. Ратледжа [128], [138], [139], Е.-Ю. Зоммера

[41], [126], [130], [140] и Т. Шилинг [127], [134], [135].

Рис. 1.21. Изображение результатов моделирования одиночного кристаллита из полимерных

цепей 𝐶150. Изображение заимствовано с сайта группы Ратледжа.

Все перечисленные научные группы, кроме Т. Ямамото, использовали стан­

дартный подход молекулярной динамики и огрубленные модели полиэтилена

или поли-винилового спирта, см. рис. 1.21. В настоящей диссертации будет при­

менена методика кристаллизации полимерных систем с помощью диссипатив­

ной динамики частиц. Этот метод позволит рассмотреть поведение системы на

существенно больших временных интервалах. Это возможно благодаря таким

особенностям метода ДДЧ, как мягкий потенциал объемных взаимодействий,
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более подробно с деталями моделирования можно ознакомиться в секции 2 гла­

вы 1 настоящей диссертации. Этот метод хорошо подходит для моделирования

как динамики, так и термодинамических свойств конечных конформаций, так

как, несмотря на использование “мягких” потенциалов, цепи можно сделать

нефантомными без замедления расчетов [106].

Для анализа кристаллитов встает вопрос о способе определения кристал­

лита. Существует несколько подходов, например, расчет параметра ориентации

𝑄6 (уравнение 1.10, где 𝜎(𝑟𝑖𝑗) - функция переключения, 𝑌6𝑚 - сферическая гар­

моника, которая рассчитывается для 𝑚 ∈ [−6, 6]).

𝑄6(𝑖) =

⎯⎸⎸⎷ 6∑︁
𝑚=−6

𝑞6𝑚(𝑖)*𝑞6𝑚(𝑖),

𝑞6𝑚(𝑖) =

∑︀
𝑗 𝜎(𝑟𝑖𝑗)𝑌6𝑚(r𝑖𝑗)∑︀

𝑗 𝜎(𝑟𝑖𝑗)

(1.10)

Однако такой метод хорошо подходит для определения кристаллов из низкомо­

лекулярных веществ, а для полимерных систем он работает хуже из-за наличия

флуктуаций мономерных звеньев даже в структуре кристаллита. Другим попу­

лярным способом является расчет числа коллинеарных соседей, например, в

работе [127] 𝑁𝑛𝑏 ≥ 13. Однако такой метод в существенной степени привязан к

конкретной реализации моделирования и не имеет четкого физического смыс­

ла. Также стоит упомянуть классический параметр, который используется при

изучении жидких кристаллов 𝑆 = 1
2(3 < 𝑐𝑜𝑠2𝜃 > −1), где 𝑆 = 1 соответствует

полностью упорядоченной фазе, а 𝑆 = 0 - жидкости. При расчете нематическо­

го параметра порядка возникает вопрос о выборе радиуса обрезки. Все упомяну­

тые способы определения кристалличности обладают еще одним недостатком: в

случае рассмотрения кристаллизации из раствора звенья, находящиеся на гра­

нице фаз, имеют заведомо меньшее число соседей полимерных звеньев. Таким

образом с высокой вероятностью такие звенья не будут отнесены к кристалли­

ческим. В настоящей диссертации использовался оригинальный двухстадийный

способ разделения звеньев на кристаллиты. В качестве параметра порядка вы­
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ступает отношение коллинеарных соседей полимерных звеньев к общему числу

полимерных соседей. Такой выбор параметра кристалличности позволяет кор­

ректно обрабатывать границы раздела фаз и является весьма универсальным

для всех систем. Подробности реализации этого метода описаны в главе 4 на­

стоящей диссертации.

Для определение базовых принципов, лежащих в основе кристаллизации

полимеров, в главе 4 настоящей диссертации будет описано поведение систем и

формирование структур в ходе кристаллизации из переохлажденного раствора

в зависимости от концентрации полимера в системе. Основной задачей явля­

ется получение оценок взаимодействия множества кристаллитов, растущих в

растворах и расплаве. Другой задачей является определение влияния концен­

трации полимера на поведение системы. Все исследуемые системы будут отве­

чать нескольким общим требованиям:

∙ мономеры формируют линейную цепь;

∙ наличие внутрицепной жесткости задается посредством механизма взаи­

мопроникающих сфер (корреляция ориентации звеньев цепи);

∙ топологические ограничения учитываются благодаря стерическому запре­

ту самопересечений цепи.

Хотя химический состав полимера может влиять на поведение системы и при­

обретаемые свойства при кристаллизации, общие зависимости и сценарии пове­

дения должны оставаться неизменными для широкого класса полимеров.

1.6. Выводы к первой главе и формулировка постановки

задачи.

В первой главе настоящей диссертации сделан общий обзор литературы

по исследуемым задачам. Описана задача упаковки хроматина в интерфазном
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ядре эукариотической клетки. Приведено описание экспериментальных мето­

дик изучения организации хроматина: методы, основанные на 3C (захват кон­

формации хромосом), флуоресцентная гибридизация in situ и эпигенетические

методы. Первая группа методов позволяет получить полногеномную карту кон­

тактов большой популяции клеток, вторая – зависимость расстояния от геном­

ной длины и динамику, третья группа методов – различные эпигенетические

профили. Сделан обзор существующих теоретических гипотез описания упа­

ковки ДНК, для наиболее популярных из них приведено подробное описание и

перечислены достоинства и недостатки: складчатая глобула, экструзия петель,

формирование структуры в соответствии с эпигенетическими модификациями

и модель “нитей и переключающихся связей” (англ. SBS). Приведено подроб­

ное описание метода компьютерного моделирования диссипативной динамики

частиц, используемого для исследования структуры и свойств полимерных си­

стем в настоящей диссертации. Описан механизм коллапса посредством насы­

щающихся взаимодействий. Наконец, сделан литературный обзор по кристал­

лизации полимерных цепей.

Далее в данной работе мы постараемся дать ответы на следующие вопро­

сы.

∙ Возможно ли формирование структуры складчатой глобулы посредством

коллапса полимерной цепи в плохом растворителе?

∙ Что будет происходить быстрее при кристаллизации из переохлажденного

разбавленного раствора: фазовое расслоение или формирование кристал­

лических зародышей?

∙ Какую структуру формирует мультиблоксополимер с насыщающимися

взаимодействиями и может ли эта структура выступать моделью про­

странственной организации хроматина?

∙ Существует ли общий сценарий протекания кристаллизации в полимер­
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ных системах, если да, то какой?

∙ При какой концентрации полимера в системе в ходе кристаллизации мо­

жет быть получен наиболее крупный кристаллит?

57



Глава 2

Коллапс линейной полимерной цепи с разными

параметрами жесткости.

Настоящая глава посвящена изучению структуры формируемой в ходе кол­

лапса полимерной цепи в “плохом” растворителе. Рассмотрено поведение поли­

мерных цепей разной жесткости. Приведено описание эволюции характеристик

структуры формируемых глобул от времени.

2.1. Коллапс гибкой гомополимерной цепи

Одной из наиболее интересных компактных структур, формируемых по­

лимерной цепью, является складчатая (фрактальная) глобула. Она обладает

рядом необычных свойств в сравнении с равновесной (гауссовой) глобулой. На­

пример, складчатая глобула имеет фрактальную размерность 3, это означает,

что на всех масштабах пространственное расстояние между двумя звеньями

зависит от контурной длины, т.е. 𝑅(𝑠) ∼ 𝑠1/3. Если рассматривать гомопо­

лимерную цепь, то зависимость вероятности контакта можно определить как

𝑃 (𝑠) = 𝑅−3(𝑠) ∼ 𝑠−1. При анализе структур, полученных в рамках компьютер­

ного моделирования, показано, что степенные показатели зависимостей 𝑅(𝑠) и

𝑃 (𝑠) отличаются от показателей для складчатой и равновесной глобул. Здесь

и далее будет сознательно использоваться термин складчатая глобула, а не

фрактальная, так как термин “фрактальная” приписывает конформации мате­

матически строгие свойства. Более того, термин “складчатая” выглядит более

подходящим еще и с исторической точки зрения, он был введен А.Ю. Гросбер­

гом и соавторами в 1988 году [11]. В текущем разделе диссертации описаны

некоторые свойства складчатой конформации на разных масштабах. Кроме то­

го, будет показано какие глобулярные структуры могут быть получены в ходе

58



коллапса линейной длинной полимерной цепи и в чем их отличие от модели

складчатой глобулы.

Складчатая глобула в ранних работах по компьютерному моделированию

была получена посредством коллапса в искусственном потенциале гравитацион­

ного типа [17], позднее демонстрировалось отсутствие конформации складчатой

глобулы при использовании объемных взаимодействий и неявного растворите­

ля [23]. Ниже будет показано, что существование складчатой конформации на

каком-либо пространственном масштабе возможно только в случае достаточно

длинной цепи и “плохого” растворителя. В данной работе использовался явный

растворитель, что является обязательным требованием корректной работы тер­

мостата ДДЧ. Явный учет растворителя способствует правильному описанию

гидродинамики, а это важно для получения складчатых конформаций. В ра­

боте Зоммера [141] было показано, что корректное моделирование “плохого”

растворителя возможно только при учете растворителя в явном виде.

Использование “мягкого” потенциала объемных взаимодействий (𝑎 = 25)

и малой жесткости связи (𝑘 = 4.0) приводит к возможности самопересече­

ния цепи, т.е. фантомности. Отметим, что фантомность не влияет на равно­

весные свойства цепи со свободными концами и существенно ускоряет урав­

новешивание системы. При изучении динамических характеристик можно не

вводить дополнительную силу, как было показано в первой главе, достаточно

увеличить жесткость связи 𝑘 и параметр отталкивания консервативной силы

𝑎 [106]. Из геометрических соображений можно записать следующее неравен­

ство
√
2𝑟𝑚𝑖𝑛 > 𝑙𝑚𝑎𝑥. Для моделирования были выбраны следующие параметры:

𝑎𝑖𝑖 = 150, 𝑟0 = 0.5, 𝑘 = 150, где 𝑟0 - недеформированная длина связи. Для

подтверждения отсутствия самопересечений были построены гистограммы для

величин
√
2𝑟 и 𝑙𝑚𝑎𝑥. Как видно на рис. 2.1 распределения не пересекаются,

следовательно, условие на отсутствие самопересечений выполняется.

В качестве объекта моделирования была выбрана линейная цепь длиной

10000 звеньев. В качестве начальной конформации было использовано случай­

59



0 , 2 0 , 4 0 , 6 0 , 8 1 , 0 1 , 2

1

1 0

1 0 0

1 0 0 0

��
�	

��
��

��
�

� � � � 
 � � 
 	 �

� � � � � � 
 
 � �
� � � � � � � � 
 
 � �

Рис. 2.1. Гистограмма расстояний связанных звеньев и удвоенного расстояния несвязанных.

60



ное блуждание, ограниченное размерами моделируемой области пространства

кубической формы. Качество растворителя в ДДЧ определяется разницей меж­

ду параметрами отталкивания консервативной силы ДДЧ: 𝑎𝑖𝑗 − 𝑎𝑖𝑖 = Δ𝑎. В

текущем случае разница выбрана равной Δ𝑎 = 30. Это соответствует парамет­

ру 𝜒 ≈ 9 модели Флори-Хаггинса, при использовании известного выражения

𝜒𝑖𝑗 = 0.306 * Δ𝑎, приведенное в работе [108]. Стоить отметить, что были смо­

делированы системы с полимерной цепью длиной 103 звеньев, а также были

проварьированы параметры отталкивания (Δ𝑎 = 10 и Δ𝑎 = 20). Однако при

такой длине цепи не удалось наблюдать складчатую конформацию. При умень­

шении параметра объемного отталкивания 𝑎𝑖𝑗 увеличивался приповерхностный

слой глобулы и увеличивалось время коллапса, что также препятствовало фор­

мированию складчатой структуры. Для описания конформации системы мы

следили за зависимостями вероятности контакта и квадрата расстояния в про­

странстве от длины вдоль по цепи (𝑃 (𝑠), 𝑅2(𝑠), где 𝑠 принимает целочисленные

значения в интервале [0÷𝑁/2 = 5000]).

На рис. 2.2 представлен набор конформаций цепи во время коллапса из

состояния клубка в состояние глобулы. Для построения изображений использо­

Рис. 2.2. а-г) Гибкая полимерная цепь. д-з) Полужесткая полимерная цепь.

вались реальные координаты звеньев системы, однако, пространственный мас­
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штаб снимков и временной интервал между снимками различны. Переход в

глобулярное состояние может быть описан через хорошо известный механизм

формирования связанных блобов и их конденсацию в единую глобулу [20], [142].

Подобные структуры были получены в ходе коллапса полиэлектролитов [143],

более подробно можно ознакомиться с обзором [144]. Основное отличие иссле­

дуемой системы от полиэлектролитов заключается в том, что в исследуемой

системе блобы формируются в разных местах на цепи и имеют разный размер.

Более того, они термодинамически нестабильны, в отличие от полиэлектролит­

ной системы, где блобы стабильны даже находясь в “плохом” растворителе.

Одним из тривиальных способов различить складчатую (фрактальную)

глобулу и равновесную является сравнение степенных показателей зависимо­

стей квадрата расстояния в пространстве от контурной длины сегмента 𝑅2(𝑠) ∼

𝑠2𝛾, выражение (2.1).

𝑅2(𝑠) ∼ 𝑠2/3 - для фрактальной глобулы

𝑅2(𝑠) ∼

⎧⎪⎨⎪⎩𝑠 при 𝑠 < 𝑁2/3

𝑐𝑜𝑛𝑠𝑡 при 𝑠 > 𝑁2/3

- для равновесной глобулы
(2.1)

На рис. 2.3 изображен ряд кривых 𝑅2(𝑠) для различных моментов кол­

лапса и дальнейшей эволюции глобулы. Для сопоставления результатов на рис.

2.3 нанесена зависимость для трехмерной кривой Мура, которая представляет

собой реализацию фрактальной глобулы с зависимостью 𝑅2(𝑠) ∼ 𝑠2/3 и явля­

ется примером класса рекурсивно определенных, “заметающих” пространство

кривых Гильберта. Эта кривая была построена методом, аналогичным описан­

ному в литературе [23]. Физический смысл графика 𝑅2(𝑠) соответствующего

времени моделирования 𝑡 = 2 × 106 шагов ДДЧ, изображенного на рис. 2.3,

заключается в том, что сегментам меньшей длины соответствуют менее ком­

пактные конформации, в частности, можно видеть участок соответствующий

случайному гауссову блужданию. Блобы формируются за очень малое время,
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Рис. 2.3. Зависимость расстояния в пространстве от длины сегмента в разные моменты кол­

лапса цепи.
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на временах порядка ∼ 5× 103 шагов их размер составляет 20− 40 звеньев. В

начальные моменты коллапса конформация цепи остается случайным блужда­

нием с 𝑅2(𝑠) ∼ 𝑠, так как система еще не успела сформировать отклик на изме­

нение внешних условий. Небольшое отклонение степенного показателя зависи­

мости 𝑅2(𝑠) в области 𝑠 > 1000 обусловлено особенностью получения начальной

конформации. Рассмотрев систему через промежуток времени (t=1 × 104 ша­

гов), можно увидеть, что размер складчатых блобов достигает ∼ 100 звеньев,

тогда как на больших масштабах показатель степени зависимости 𝑅2(𝑠) не ме­

няется. Стоит отметить, что изначально образованные субцепями складчатые

блобы размером 20-40 звеньев начали формировать более равновесную конфор­

мацию. Видно, что 𝑅2(𝑠 < 50) при 𝑡 = 5× 103 лежит ниже, чем 𝑅2(𝑠 < 50)при

𝑡 = 1×104. Вероятнее всего за такое поведение системы отвечают два процесса:

постепенная релаксация конформации складчатых блобов в равновесную гаус­

сову конформацию и увеличение размера блобов. Увеличение размера приводит

к уменьшению поверхностной энергии блоба и позволяет иметь большее число

реализаций конформации в объеме. На больших временах наблюдается увели­

чение размера блобов, складчатая структура постепенно занимает всю цепь. На

временах 2 × 104 < 𝑡 < 1.6 × 105 и при длине сегмента 𝑠 > 200 мономерных

звеньев существует компактная складчатая структура. Степенной показатель

для таких конформаций равен 2𝛾 ≈ 0.38. В то же время сегмент короче 𝑠 = 50

звеньев имеет гауссову конформацию цепи с 2𝛾 ≈ 1. Величина 𝑠 = 50 соответ­

ствует длине зацеплений 𝑁𝑒 = 50 ± 5, которая была измерена для расплава

гауссовых цепей и текущего набора параметров. Для измерения 𝑁𝑒 использо­

валась описанная в литературе методология [145], расплав состоял из цепей

длиной 𝑁 = 300 звеньев. 𝑅2(𝑠) ∼ 𝑠 при 𝑠 < 50 говорит о быстром уравнове­

шивании незацепленных сегментов. В промежуточной области 50 < 𝑠 < 200

расположен более пологий участок зависимости, который может быть проин­

терпретирован как несколько взаимопроникающих гауссовых блобов, формиру­

ющих более крупный складчатый блоб, см рис. 2.5.
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Одной из важных особенностей полученной структуры является наблю­

даемая гауссова статистика на малых длинах. Из-за этого на больших длинах

конформация цепи выглядит более компактной, чем модель фрактальной гло­

булы: 𝑅2(𝑠) ∼ 𝑠2𝛾 = 𝑠0.38 при 𝑠 > 𝑁𝑒, такой степенной показатель существенно

меньше, чем предсказанный для модели фрактальной глобулы 𝛾 = 1/3. От­

метим, что в настоящее время в литературе отсутствуют экспериментальные

данные, позволяющие с требуемой степенью детализации судить о формирую­

щейся структуре конформации в процессе коллапса полимерной цепи.

При продолжении моделирования наблюдается постепенный переход к рав­

новесной глобуле, на все большей длине сегмента цепи проявляется “гауссова”

статистика (𝑅2(𝑠) ∼ 𝑠 при 𝑠 < 𝑁 2/3). Это отражается в увеличении расстоя­

ния между концами сегмента. Такое же поведение наблюдалось в моделирова­

нии другими научными группами, например, методом Монте-Карло изучались

процессы релаксации складчатой глобулы, сгенерированной искусственно [23].

Так как в моделировании использовалась нефантомная цепь, то для времени

полной релаксации может быть использована оценка 𝑡 ∼ 𝑁 3 = 1012 шагов,

что недостижимо ввиду технических ограничений. Поэтому полученная в ходе

моделирования структура соответствует области предварительного диффузи­

онного равновесия. Для полного уравновешивания с наличием топологических

узлов и зависимостью 𝑅(𝑠) (выражение (2.1)) для равновесной глобулы требу­

ется увеличение времени моделирования на 6 порядков.

На рис. 2.4 (a) представлен график зависимости вероятности контакта от

контурной длины сегмента, 𝑃 (𝑠). Каждая зависимость была усреднена по се­

рии конформаций на достаточно коротком временном промежутке (2 × 104 <

𝑡 < 1 × 105). Стоит отметить, что вероятность контакта достаточно медленно

усредняется и при малых значениях 𝑃 (𝑠) < 10−3 является сильнофлуктуирую­

щей величиной. Это связано с тем, что вероятность контакта является бинар­

ной характеристикой расстояния между двумя мономерами, в отличие от зави­

симости квадратичного расстояния между звеньями от длины сегмента 𝑅2(𝑠).
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Рис. 2.4. Зависимость вероятности контакта от контурной длины сегмента для гибкой и

полужесткой цепей и модели.

Рис. 2.5. Схематическое изображение перемешивания блобов внутри глобулы, которое обу­

славливает значения степенного показателя зависимости 𝑅2(𝑠) ∼ 𝑠2𝛾, 𝛾 < 1/2
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Для гибкой цепи можно отметить наличие двух характерных зависимостей: при

𝑠 < 10 вероятность контакта 𝑃 (𝑠) ∼ 𝑠−3/2, а при 𝑠 > 1000 вероятность контакта

𝑃 (𝑠) ∼ 𝑠−1/2. Первое выражение 𝑃 (𝑠) ∼ 𝑠−3/2 соответствует зависимости веро­

ятности контакта 𝑃 (𝑠) для модели равновесной глобулы, у которой степенной

показатель зависимости вероятности контакта меньше (−3/2), чем для модели

фрактальной глобулы (−1). Показатель степени у второй асимптоты больше,

чем для модели фрактальной глобулы (−1/2 против −1). Такой плавный пе­

реход по-видимому связан с длинной зацеплений 𝑁𝑒 и переходом от гауссовых

блобов на малых масштабах (𝑠 < 𝑁𝑒) к складчатым блобам на более круп­

ных (𝑠 > 𝑁𝑒). Черная кривая на рис. 2.4 является графической реализацией

описанной модели. На рис. 2.5 схематически изображена структура складчатой

глобулы. На малых пространственных масштабах (𝑠 < 𝑁𝑒) блобы обладают

гауссовой конформацией, на промежуточных масштабах (𝑠 ∼ 𝑁𝑒) эти блобы пе­

рекрываются, а на масштабе всей глобулы конформация является складчатой.

Смешение блобов, вероятно, приводит к увеличению степенного показателя в

зависимости вероятности контакта 𝑃 (𝑠) на промежуточных масштабах.

Похожее поведение вероятности контакта 𝑃 (𝑠) было обнаружено в мито­

тических хромосомах [146]. При митозе хромосомы имеют Х-образный вид, они

существенно более плотно организованы, чем во время интерфазы. Плотная

упаковка необходима для последующего деления. Авторами работы [146] пред­

ложена модель с последовательными петлями из фантомной цепи, после чего

был подобран размер петель, чтобы воспроизвести экспериментальные зависи­

мости. Наши результаты позволяют получить такие же степенные показатели

без каких-либо дополнительных хитростей, а просто за счет самоорганизации

при коллапсе в плохом растворителе.

67



2.2. Коллапс полужесткой гомополимерной цепи

При рассмотрении цепи с заданной жесткостью существенно меняется струк­

тура, формируемая в ходе коллапса. Был рассмотрен коллапс полужесткой по­

лимерной цепи аналогичной длины 𝑁 = 10000 звеньев при помощи компьютер­

ного моделирования. В качестве наблюдаемых характеристик были выбраны

зависимости квадрата расстояния 𝑅2(𝑠) и вероятность контакта 𝑃 (𝑠) от кон­

турной длины сегмента, в соответствии с описанием гибкой полимерной цепи в

предыдущем разделе. Моделирование проводилось тем же методом ДДЧ, одна­

ко, были изменены параметры. С одной стороны, требовалось ввести жесткость

цепи, с другой – оставить нефантомность цепи, поэтому были выбраны следу­

ющие параметры: 𝑎𝑖𝑖 = 150, 𝑟0 = 0.2, 𝑘 = 150. При таких параметрах звенья

располагаются близко друг к другу, что формирует эффективную жесткость,

такой механизм жесткости носит название “модель взаимопроникающих сфер”

[35].

При реализации механизма взаимопроникающих сфер в диссипативной ди­

намике частиц (ДДЧ) радиус обрезки для расчета сил задается равным 𝑟𝑐𝑢𝑡 =

1.0 ед., недеформированная длина связи задается равной 𝑟0 = 0.2 ед. Между

всеми частицами, находящимися на расстоянии 𝑟𝑖𝑗 < 𝑟𝑐𝑢𝑡 действует консерва­

тивная сила отталкивания, поэтому равновесная длина связи составляет ∼ 0.47

ед. ДДЧ. Для выбранных параметров расчет персистентной длины представлен

на рис. 2.6.

На рисунке 2.7 приведен ряд зависимостей 𝑅2(𝑠) для разных моментов кол­

лапса. На начальном этапе можно отметить поведение схожее со случаем гибкой

цепи, образование складчатых “блобов” и их рост см. рис. 2.2 (д-з). Различие

заключается только в степенном показателе зависимости 𝑅2(𝑠) ∼ 𝑠2 при 𝑠 < 10,

что является проявлением жесткости цепи, так как такое поведение характерно

для жесткого стержня. После формирования единой глобулы, которое занимает

время 𝑡 ∼ 2 × 104 шагов моделирования, начинается этап уравновешивания в
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Рис. 2.6. Расчет персистентной длины при помощи библиотеки MDAnalysis для Python [147],

[148].

Рис. 2.7. Зависимость квадратичного расстояния между звеньями от контурной длины сег­

мента полужесткой цепи.
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сконденсированной фазе, где жесткость цепи играет главную роль. Стоит отме­

тить, что кристаллические зародыши формируются уже на этапе образования

“бусин”. Однако такое предварительное формирование кристаллической струк­

туры сложно заметить на графике зависимости 𝑅2(𝑠) из-за усреднения по всей

цепи “скользящим окном”. После образования единой глобулы субцепи ориенти­

руются друг относительно друга, формируя жидкокристаллическую фазу внут­

ри плотной глобулы. Именно поэтому на рис. 2.7 на больших временах модели­

рования видны осцилляции с периодом ∼ 100 звеньев, что соответствует сумме

удвоенной длины кристаллического сегмента и длины аморфного участка, со­

единяющего два кристаллических. Таким образом, период хорошо соотносится

с размером глобулы вдоль направления субцепей, см. рис. 2.2. Релаксация такой

кристаллической глобулы в гауссову с течением времени не происходит, так как

структура оказывается кинетически замороженной. Квадрат расстояния между

звеньями имеет зависимость 𝑅2(𝑠) ∼ 𝑠0.33, что приблизительно в 2 раза меньше,

чем значение для фрактальной глобулы (𝑅2(𝑠) ∼ 𝑠2/3). Сформированная струк­

тура глобулы стабильна на смоделированном времени 𝑡 = 2× 106. Полученную

кристаллическую глобулу нельзя назвать метастабильной складчатой глобулой,

потому что такая структура является стабильным единым кристаллитом. Тем

не менее, природа формирования складчатой структуры и кристаллита схожа

и главное свойство компактности на больших масштабах остается. Г. Строблом

было выдвинута гипотеза, в соответствии с которой при кристаллизации сна­

чала формируются метастабильные мезофазы. Данное исследование коллапса

полужесткой цепи отчасти разделяет такую точку зрения, хотя моделирование

коллапса проводилось для одиночной цепи. Метастабильное складчатое состо­

яние глобулы соответствует долгоживущей структуре в нашей интерпретации.

Структура кристаллита при упорядочении должна проявлять некоторые свой­

ства складчатой конформации, в соответствии с результатами, изложенными в

текущей главе диссертации.

Для описания сформированной структуры закристаллизованной системы
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была построена зависимость вероятности контакта от контурной длины сегмен­

та цепи 𝑃 (𝑠), см. рис. 2.4. Эта зависимость существенно отличается от случая

гибкой цепи. На длине сегмента 𝑠 < 70 наблюдается плато, что свидетельству­

ет о наличии жесткости цепи. Это хорошо согласуется с графиком зависимости

квадратичного расстояния между звеньями от контурной длины сегмента цепи

𝑅2(𝑠), представленным на рис. 2.7. Дальнейшее поведение очень схоже с резуль­

татом, предсказанным для модели складчатой глобулы 𝑃 (𝑠) ∼ 𝑠−1 на длине сег­

мента 100 < 𝑠 < 1000. На пространственном масштабе 𝑠 > 1000 наблюдаются

очень сильные флуктуации, поэтому сделать осмысленный вывод не представ­

ляется невозможным. Основной причиной такого поведения системы является

формирование плотного единого кристаллита, в котором не происходит даль­

нейшая релаксация структуры в гауссову глобулу.

2.3. Выводы ко второй главе

В текущей главе были описаны результаты компьютерного моделирования

коллапса полимерной цепи в плохом растворителе. Была получена метастабиль­

ная складчатая глобула и описаны ее свойства. Для получения складчатой гло­

булы качество растворителя в терминах модели Флори-Хаггинса должно быть

𝜒𝑁 ≫ 1, а длина цепи – 𝑁 ≥ 104 ≫ 𝑁𝑒, где 𝑁𝑒 - длина зацеплений в распла­

ве полимерных цепей). Полученная складчатая глобула является стабильной

в широком временном интервале и существенно отличается от модели фрак­

тальной глобулы. Основное отличие полученной в ходе моделирования глобулы

от фрактальной глобулы заключается в том, что у полученной глобулы корот­

кие сегменты имеют гауссову конформацию, в то время как на масштабе длины

всей цепи проявляется складчатая структура (см. рис. 2.3). Малые блобы очень

нестабильны и быстро обретают конформацию с гауссовой статистикой. Это

происходит с сегментами длиной 𝑠 ∼ 𝑁𝑒, где 𝑁𝑒 - длина зацеплений в распла­

ве цепей. Более длинные сегменты имеют при уравновешивании ограничения,
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вызванные зацеплениями. Это делает зависимость квадрата расстояния между

концами сегмента от его длины 𝑅2(𝑠) ∼ 𝑠0.38 при 𝑠 > 𝑁𝑒. Степенной показатель

зависимости квадрата расстояния в пространстве 2𝛾 ≈ 0.38 существенно мень­

ше, чем в аналогичной зависимости для модели фрактальной глобулы 2𝛾 = 2/3.

Общее поведение чувствительно к контурной длине цепи 𝑁 , что продик­

товано гауссовой статистикой при 𝑠 < 𝑁𝑒 и размером глобулы 𝐷 ∼ 𝑁 1/3. Это

позволяет построить эффективную аппроксимацию 𝑅2(𝑠) ∼ 𝑠2𝛾 для складча­

той структуры в виде выражения 2𝛾 = 𝑙𝑔𝑁2/3−𝑙𝑔𝑁𝑒

𝑙𝑔𝑁−𝑙𝑔𝑁𝑒
при 𝑠 > 𝑁𝑒, что дает 𝛾 ≈ 0.2

(𝑁 = 104 и 𝑁𝑒 = 50). Для наглядности представлен график зависимости 𝑅2(𝑠)

для равновесной, складчатой и смоделированной глобул на рис. 2.8. В пределе
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Рис. 2.8. Зависимость квадратичного расстояния между звеньями от контурной длины сег­

мента для референсных структур и смоделированной глобулы.

𝑁 → ∞ приведенная формула для степенного показателя согласуется с моде­

лью складчатой глобулы 𝑅2(𝑠) ∼ 𝑠2/3 при 𝑠 > 𝑁𝑒.

Рассмотрим случай длинной цепи порядка длины ДНК, длина одной Х-хро­

мосомы Drosophila melanogaster составляет ≈ 2.24 * 107 п.н. Заметим, что ДНК

организована в нуклеосомы на масштабе ≈ 200 п.н., что позволяет ей компакти­
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зоваться, таким образом эффективная длина составит 𝑁 ≈ 105 звеньев. Тогда

𝛾 ≈ 0.25, что все еще существенно меньше, чем значение для модели фракталь­

ной глобулы 𝛾 = 1/3.

Возвращаясь к коллапсу одиночной полужесткой цепи следует отметить,

что внутри глобулы протекает множество процессов, связанных с упорядочени­

ем субцепей и обусловленных наличием жесткости цепи. Складчатая структура

при 𝑠 > 𝑁𝑒 стабильна и не совершается переход в равновесную гауссову глобу­

лу. Вероятность контакта для такой кристаллической глобулы задается выра­

жением 𝑃 (𝑠) ∼ 𝑠−1, такая зависимость соответствует складчатой глобуле. Для

зависимости квадратичного расстояния от длины сегмента можно отметить ана­

логичное поведение: 𝑅(𝑠) ∼ 𝑠2 при 𝑠 < 𝑁𝑒 и 𝑅2(𝑠) ∼ 𝑠1/3 при 𝑠 > 𝑁𝑒. Размер

глобулы существенно меньше, чем длина зацеплений: 𝑅(𝑁) ≈ 𝑁 1/3 ≈ 21 тогда

как 𝑁𝑒 ≈ 50. Таким образом стержнеподобные сегменты цепи пронизывают

глобулу насквозь и формируют единый кристаллит. Вероятно, в более крупных

системах размер кристаллита будет зависеть от длины зацеплений, а конфор­

мационная подвижность будет затруднена на масштабах длин 𝑠 > 𝑁𝑒. Но для

изучения этого эффекта длина цепи должна быть как минимум на порядок

больше длины зацеплений в расплаве.

Сходство коллапса полужесткой и гибкой цепей заключается в формиро­

вании компактной структуры. В следующей главе будут изучаться системы,

в которых будет происходить кристаллизация нескольких полимерных цепей.

Будет проведен анализ как самого процесса, так и формируемых структур.
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Глава 3

Кристаллизация полимерных цепей

3.1. Результаты и обсуждение

В настоящей главе описано компьютерное моделирование кристаллизации

полимерных систем с разной объемной долей полимера. Моделирование осу­

ществлялось методом диссипативной динамики частиц, который подробно опи­

сан в главе 1 настоящей диссертации. При изучении кристаллизации систем ис­

пользовались параметры моделирования аналогичные задаче коллапса одиноч­

ной полужесткой цепи, описанной в главе 2 настоящей диссертации: жесткость

связи равна 𝑘 = 150, длина недеформированной связи равна 𝑙0 = 0.2 ед. ДДЧ,

параметр объемного взаимодействия частиц одного типа равен 𝑎𝑖𝑖 = 150, умень­

шенный временной шаг интегрирования составил Δ𝑡 = 0.02. Единственным от­

личием является выбор качества растворителя: при моделировании коллапса

одиночной цепи значение параметра в модели Флори-Хаггинса было выбрано

равным 𝜒 ≈ 9 (параметр объемного взаимодействия частиц разного типа соста­

вил 𝑎𝑖𝑗 = 180), при моделировании кристаллизации множества цепей значение

было уменьшено до 𝜒 ≈ 3 (𝑎𝑖𝑗 = 150) для соответствия значениям, которые на­

блюдются в реальных системах. Линейный размер моделируемого кубического

пространства по каждой оси составляет 50× 50× 50 ед. ДДЧ, поэтому при вы­

бранной плотности равной 𝜎 = 3 общее число моделируемых частиц составляет

375000 ед. ДДЧ. В качестве полимерного материала, составляющего систему, ис­

пользовались монодисперсные цепи длиной 𝑁 = 1000 звеньев. В рамках иссле­

дования были рассмотрены системы с концентрациями 20, 50, 70, 90, 95, 100%

полимера. Таким образом число цепей в системе варьировалось от 75 для 20%

до 375 для расплава, остальной объем был заполнен соответствующим числом

частиц растворителя.
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Хотя цепь состоит из 1000 звеньев, её фактическая контурная длина суще­

ственно меньше и составляет ∼ 480 ед. ДДЧ, это связано с равновесной длиной

связи равной < 𝑙 >= 0.48 ед. ДДЧ. Увеличение длины связи с 0.2 до 0.48 ед.

ДДЧ происходит из-за действия консервативной силы мягкого отталкивания,

которая уравновешивается силой растянутой связи. Как можно заметить из

значения равновесной длины связи, соседние звенья цепи существенно перекры­

ваются, эта особенность лежит в основе используемого механизма жесткости,

который называется методом взаимопроникающих сфер [35].

Формирование начальной системы является очень важной задачей, особен­

но при рассмотрении высоких концентраций. В настоящей работе в качестве

стартовой конформации использовались конформации цепей, соответствующие

случайному гауссову блужданию в континуальном пространстве. Такой выбор

является с одной стороны наиболее распространенным в компьютерном модели­

ровании, а с другой – не противоречит эксперименту. Шаг в случайном блужда­

нии при получении стартовых конформаций выбран равным равновесной длине

связи (0.48 ед. ДДЧ), в противном случае, в расплаве структура не меняется,

так как конформации являются кинетически замороженными.

Для подробного изучения эволюции структур каждая системы моделиро­

валась на протяжении 100 млн шагов. Такая длинная временная траектория

необходима для выделения этапов кристаллизации. Ряд процессов происходит

достаточно медленно даже при использовании мезоскопического метода моде­

лирования с большим шагом интегрирования.

Звенья цепей в ходе моделирования формируют кристаллиты, это упорядо­

ченные структуры, за пределами которых пространственный порядок субцепей

нарушается. Для определения кристаллитов был разработан специальный двух­

стадийный алгоритм кластерного анализа. На первой стадии рассматриваются

связи между звеньями системы: координаты связей – координаты их центров,

направление – вектор между соединяемыми звеньями. Сначала определяется

какие связи относятся к кристаллической фазе, а затем применяется алгоритм
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кластеризации для определения кристаллитов. Для первой стадии сформули­

рованы следующие правила (см. рис. 3.1):

՜
𝑣𝑖

θij

՜
𝑣𝑗

Рис. 3.1. Определение является ли связь 𝑣𝑖 “кристаллической”, схематическое изображение

системы.

∙ Для каждой связи 𝑣𝑖 строится список соседей 𝑣𝑗 в радиусе обрезки 𝑅𝑐 =

1.5. Рассчитывается угол 𝜃𝑖𝑗 между связями 𝑣𝑖 и 𝑣𝑗. Для расплава среднее

число соседей составило ∼ 18 звеньев.

∙ Определяется число “коллинеарных” соседей. Условие “коллинеарности”

заключается в ограничении угла между связями, задающееся выражением

𝜃𝑖𝑗 < 17 градусов.

∙ Рассчитывается параметр кристалличности в виде отношения числа кол­

линеарных соседей к общему числу соседей связи 𝑖. Связь 𝑖 считается
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“кристаллической”, если отношение больше 0.4 и считается “аморфной”,

если меньше 0.4.

Такие параметры часто используются для описания кристаллизации в модели­

ровании с помощью молекулярной динамики [126]. После разделения системы

на кристаллическую и аморфную фазы осуществляется кластеризация “кри­

сталлических” связей по расстоянию с аналогичным радиусом обрезки 𝑅𝑐 = 1.5

и учетом периодических граничных условий. Угол между направлениями свя­

зей является достаточно флуктуирующей величиной, но позволяет точно обо­

значить кристаллиты.

На второй стадии совершается переход к анализу звеньев: звено считается

“кристаллическим”, если у него есть хотя бы одна “кристаллическая” связь, в

противном случае звено считается “аморфным” и будет дополнительно анали­

зироваться. Кристаллические звенья относятся к соответствующему кластеру,

прежде сформированному из связей. Направление 𝑖 звена определяется как

вектор между 𝑖 − 1 и 𝑖 + 1 звеньями. Для кластеризации используется ради­

ус обрезки равный 𝑅𝑐 = 1.5. На второй стадии проверяются все “аморфные”

звенья на предмет их возможного включения в кристаллит:

∙ Производится расчет выделенного направления кластера Dc, вычисляется

среднее направление всех связей, входящих в кластер.

∙ Для каждого “аморфного” звена проверяется наличие хотя бы одного со­

седнего “кристаллического” звена, входящего в какой-либо кластер. Кри­

терий на соседство аналогичен первой стадии, радиус обрезки равен 𝑅𝑐.

∙ Сравниваются направления кластера (Dc) и “аморфных” звеньев. Вычис­

ляется угол 𝜆 между выделенным направлением кластера 𝐷𝑐 и направле­

нием звена 𝑖. Если выполняется условие на угол 𝜆 < 20 градусов, то звено

добавляется в кластер. Если условие не выполняется, то звено остается

“аморфным” и в анализе кристаллитов не участвует.
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Такой алгоритм кластеризации с одной стороны позволяет исключить слу­

чайные флуктуации внутри кристаллита, а с другой – не включать звенья,

относящиеся к аморфной фазе. Для определения кристаллитов использовались

и другие методы, в том числе расчет параметра 𝑄6, раздельное использова­

ние описанных стадий, однако, описанный выше метод для смоделированных

систем оказался наиболее подходящим.

Полученная структура кристаллитов аналогична системам, полученным в

рамках моделирования кристаллизации методом молекулярной динамики [131].

Предварительный вывод, который можно сделать, – диссипативная динамика

частиц хорошо применима для моделирования кристаллизации полимеров и об­

ладает рядом преимуществ перед классической молекулярной динамикой, на­

пример, больший временной шаг интегрирования, позволяющий рассматривать

поведение системы на больших временах, не допуская кинетическую заморозку

системы.

На рис. 3.2 приведены финальные изображения четырех систем (20, 70, 90

и 100% на момент 𝑡 = 108 шагов моделирования) после осуществления процеду­

ры кластерного анализа. Стоит отметить, что все кристаллиты, сформирован­

ные в ходе кристаллизации, имеют размер меньше, чем моделируемое простран­

ство, и не взаимодействует с собой через периодические граничные условия.

Также хорошо видно, что кристаллиты разделены в пространстве аморфны­

ми участками. Кристаллиты, определенные в ходе кластерного анализа, будут

исследованы более подробно.

На рис. 3.3 (а) представлена система, в которой объемная доля полимера

составляет 50%, частицы растворителя не показаны, чтобы не загромождать

рисунок. На рис. 3.3 (б) представлена та же система, где разными цветами

окрашены отдельные кристаллиты. Как можно заметить, кристаллиты имеют

сложную форму и разный объем. Субцепи, из которых состоит кристаллит,

упакованы гексагонально, что соответствует нематической фазе жидкого кри­

сталла. Это наблюдение подтверждается графиком статического структурного
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(а) 20% (б ) 70%

(в) 90% (г) 100%

Рис. 3.2. Изображения финальных конформаций систем с разной концентрацией полимера,

𝑡 = 108 ДДЧ шагов. Частицы растворителя не показаны. Синим окрашены “аморфные”

звенья, красным - “кристаллические”.

79
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(в)
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Рис. 3.3. а) - система с 50 % полимера после первой стадии обработки, красные звенья -

кристаллические, синие - аморфные. б) - та же система после второй стадии кластеризации,

разным цветом окрашены разные кластеры. в) - конформация одиночной цепи из (а). г) - ста­

тический структурный фактор для кристаллических (красная кривая) и аморфных (синяя

кривая) звеньев из (а).

80



фактора, изображенного на рис.3.3 (г). Одна цепь может входить в несколько

кристаллитов, на рис. 3.3 (в) приведен пример, где одна цепь находится в двух

кристаллитах, причем сначала участвует в построении одного кристаллита, за­

тем переходит в другой и потом возвращается в первый. Вопрос возврата цепи в

кристаллит очень сложный, это зависит от начальных условий, концентрации

раствора и является самостоятельным масштабным исследованием, информа­

цию об экспериментальном исследовании этого вопроса можно найти в работе

[149].

1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 E 7 1 E 8 1 E 9
0 , 0

0 , 2

0 , 4

0 , 6

�


�



�

�
�

��
�

�
�


�

�
�

�
�

�
	

�


�

� � � � � � � � � � � 
 � � 	 � � 
 � � � � � 
 
 � � � �

� � � � � � � � � � 
 � �

 c  =  0 . 2
 c  =  0 . 5
 c  =  0 . 7
 c  =  0 . 9
 c  =  0 . 9 5
 c  =  1 . 0

(а)

2 0 4 0 6 0 8 0 1 0 0

0

5 0 0 0

1 0 0 0 0

1 5 0 0 0

2 0 0 0 0

2 5 0 0 0

Av
era

ge
 cr

yst
alli

te 
siz

e, 
be

ad
s

P o l y m e r  c o n c e n t r a t i o n ,  %

S i m u l a t i o n  t i m e :
 1 0 5

 1 0 6

 1 0 7

 1 0 8

(б )

1 0 - 1 1 0 0 1 0 1 1 0 2 1 0 3 1 0 4 1 0 5 1 0 6 1 0 7 1 0 8 1 0 9

1

1 0

1 0 0

�
�



�

�
��

	
�



�
�

�
�

�
�
�

�

� � 
 
 � � 
 � 	 
 � � � � � � � � � � � � � � � � � � �

 2 0 %
 5 0 %
 7 0 %
 9 0 %
 9 5 %
 1 0 0 %

(в)

Рис. 3.4. а) Зависимость степени кристалличности от времени моделирования. б) Зависи­

мость среднего размера кристаллита от концентрации. в) Зависимость нормированного на

концентрацию количества кластеров от времени.
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На рис. 3.4 приведены основные результаты анализа формируемых струк­

тур в ходе кристаллизации для разных концентраций и на различных време­

нах. На рис. 3.4 (а) можно увидеть увеличение степени кристалличности от

времени. Быстрый рост степени кристалличности происходит на времени ∼ 105

шагов ДДЧ для малых концентраций и ∼ 106 шагов ДДЧ для больших. После

быстрого роста все системы переходят в режим медленного роста степени кри­

сталличности, даже в логарифмическом времени. Связанный с этим эффект

носит название логарифмическое уширение кристаллической ламели, под раз­

мером ламели понимается длина “кристаллического” сегмента, составляющего

кристаллит. Для концентраций, превышающих значение 50% полимера, наблю­

дается одинаковая скорость кристаллизации. В случае расплава стоит отме­

тить, что в формировании структуры большую роль играют рептация цепей и

сетка зацеплений, которая образуется в результате расслоения на кристалли­

ческую и аморфную фазы. В частично закристаллизованных системах дости­

жение термодинамически равновесного состояния невозможно в компьютерном

моделировании, и в реальном эксперименте. Доступно только квазиравновесное

состояние с медленной рептацией цепей и постепенным увеличением степени

кристалличности. Одной из причин такого кинетического замедления является

наличие упомянутой сетки зацеплений. Каждый сегмент цепи находится в так

называемой “трубке” зацеплений из окружающих других сегментов, поэтому

полное равновесие в таких системах достижимо за время, сравнимое с време­

нем рептаций 𝜏𝑁3 [16]. Напомним, что в текущем исследовании длина моде­

лируемой цепи составляет 𝑁 = 103 звеньев. Характерное время 𝜏 первичной

кристаллизации может быть определено как 𝜏 ≈ 105 шагов ДДЧ. Отметим,

что неизвестно, как зависит время 𝜏 от длины цепи, но полученные результаты

свидетельствуют о том, что если такая зависимость присутствует, то она доста­

точно слабая, чтобы ею можно было пренебречь, хотя бы для предварительной

оценки. Тогда, для получения равновесной системы необходимо осуществить

компьютерное моделирование временной траектории длиной 1014 шагов ДДЧ,
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что абсолютно недостижимо на сегодняшний день ввиду технических ограни­

чений. В реальных системах длина цепей обычно составляет 𝑁 ∼ 106 и термо­

динамическое равновесие тоже не достигается, поэтому исследуются свойства

просто устойчивых систем. На рис. 3.5 изображены зависимости длины зацеп­

лений 𝑁𝑒 от времени для концентраций 20, 50, 90 и 100% полимера. Заметим,

что, начиная с 103 шагов ДДЧ, длина зацеплений остается постоянной для всех

исследуемых концентраций. Вместе с тем отметим, что длина зацеплений зави­

сит от концентрации, что хорошо согласуется с результатами других работ [41].
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Рис. 3.5. Зависимость длины зацеплений от времени. Вычисления осуществлены методом,

описанным в работах группы М. Крегера [37]—[40].

Другое интересное наблюдение заключается в том, что максимальный раз­

мер кристаллита набллюдается для системы, в которой объемная доля поли­

мера составляет 90% полимера, см. рис 3.4 (б). Такое значение концентрации
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определяется конкуренцией двух вкладов: замедления динамики из-за сформи­

рованной сетки зацеплений и наличия полимерного материала для вовлечения в

кристаллиты. В системах с малой концентрацией полимера недостаточно веще­

ства для формирования крупных кристаллитов. В системах с высокой концен­

трацией полимера преодоление субцепью больших расстояний сильно затруд­

нено из-за сформированной плотной сетки зацеплений и большой конкуренции

между кристаллитами за освободившиеся цепи. Поэтому, объединение малых

кристаллитов в один большой не происходит.

На рис. 3.4 (в) приведены зависимости числа кристаллитов, нормирован­

ные на концентрацию, от времени моделирования. Наблюдается резкий рост

числа кристаллитов с начала моделирования до 105 − 106 шагов ДДЧ, в этом

интервале происходит образование зародышей кристаллитов, поэтому наблюда­

ется максимум числа кристаллитов. В дальнейшем продолжается увеличение

степени кристалличности, но уже за счет объединения кристаллитов для форми­

рования более крупных агрегатов. На графике это проявляется в виде уменьше­

ния числа кристаллитов. Такое поведение соответствует двустадийному процес­

су кристаллизации полимеров: сначала формируются зародыши кристаллитов,

затем эти зародыши объединяются, формируя кристаллиты. Примечательно,

что на второй стадии все системы имеют очень схожее поведение, поэтому они

могут быть описаны одной логарифмической зависимостью для поздней стадии

кристаллизации.

Для более детального анализа конформаций полимерных цепей, формиру­

ющих систему, были построены зависимости квадрата пространственного рас­

стояния от длины сегмента цепи, разделяющего их, 𝑅2(𝑠). На рис. 3.6 (а) при­

ведены зависимости для системы с концентрацией 90% полимера, полимерные

цепи в системах с другой концентрацией имеют аналогичное поведение. Кон­

формация кристаллических сегментов близка к жесткому стержню, о чем сви­

детельствует зависимость квадрата расстояния от длины сегмента цепи 𝑅2(𝑠) ∼

𝑠2. “Аморфные” сегменты цепи имеют конформацию жесткого стержня лишь на
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Рис. 3.6. а) Зависимость квадратата расстояния от длины вдоль по цепи для начальной

конформации, для конечной конформации 90% и отдельно для кристаллических и аморф­

ных сегментов финальной конформации 90%. б) Распределение по длинам кристалличных

сегментов для конечной конформации разных концентраций.

малых длинах (∼ 4 звеньев), затем они плавно переходят в существенно более

складчатые конформации.

Если рассмотреть зависимость 𝑅2(𝑠) для цепи целиком, без разделения на

кристаллические и аморфные сегменты (см. рис. 3.6), то можно заметить 2 осо­

бенности: слабая периодичность, которая связана с размером длины кристалли­

ческого сегмента и наличие двух режимов цепи. При длине субцепи 𝑠 > 𝑁𝑒 ≈ 50

(для системы с концентрацией 90% полимера) зависимость квадрата расстояния

можно записать как 𝑅2(𝑠) ∼ 𝑠0.5. Также на графике представлена зависимость

для начальной конформации, хорошо видно, что она соответствует гауссову

случайному блужданию, см. рис. 3.6 (а), так как с хорошей точностью описы­

вается выражением 𝑅2(𝑠) ∼ 𝑠. Согласно графику зависимости для конечной

конформации, представленному на рис. 3.6 (а), расстояние между концами це­

пи изменяется несущественно, что хорошо согласуется с экспериментальными

данными [150]. Зависимость 𝑅2(𝑠) ∼ 𝑠1/2, которая наблюдается на длине суб­

цепи 𝑠 > 100, означает образование складчатой конформации. Аналогичная

складчатая структура наблюдалась при коллапсе одиночной жесткой цепи в
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плохом растворителе, описанная в главе 2 настоящей диссертации. Таким обра­

зом, формирование складчатых конформаций в переохлажденной полимерной

системе происходит при любых концентрациях полимера.

На рисунке 3.6 (б) представлен ряд распределений кристаллических сег­

ментов по длинам для систем с разной концентрацией полимера. Распределе­

ния являются экспоненциальными с одинаковым основанием, что подтверждает

высокое сходство структуры систем с разной концентрацией. Стоит отметить,

что размер “кристаллического” сегмента в кристаллите является достаточно по­

стоянной величиной, но в кластерном анализе часто разбивается на несколько

сегментов из-за флуктуаций цепи. Такое свойство хорошо известно для кристал­

лических полимерных систем и в очередной раз подтверждается нашей моде­

лью.

3.2. Выводы к четвертой главе

Диссипативная динамика частиц является эффективным методом для изу­

чения кристаллизации полимеров. Для всех рассмотренных систем наблюда­

лось схожее поведение, но, в то же время, ряд характеристик показал нетриви­

альную зависимость от концентрации. В ходе изучения процесса кристаллиза­

ции из переохлажденного раствора были сформулированы следующие выводы:

1. В ходе кристаллизации концентрированного раствора многих полимерных

цепей формируется поликристаллический материал, где каждый кристал­

лит состоит из нескольких цепей, одна цепь может входить в несколько

кристаллитов.

2. Процесс кристаллизации состоит из двух стадий: рост количества кристал­

лических зародышей и последующие их слияния с вовлечением соседних

аморфных участков.

3. Существует оптимальная концентрация полимера (∼ 90%) для получе­

86



ния наиболее крупных кристаллитов. При этой концентрации соблюдает­

ся баланс между плотностью сеткой зацеплений и наличием достаточного

количества полимера.

Также хотелось бы отметить, что в текущем исследовании не была обнаружена

морфология сферолита [112]. Однако для системы с концентрацией 90% поли­

мера самый крупный сформированный кристаллит в действительности состо­

ит из нескольких касающихся кластеров, см. рис. 3.7. Дальнейшее изучение

кристаллизации полимеров поможет найти объяснение формированию таких

необычных структур, как сферолит.
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Рис. 3.7. Самый крупный кристаллит в системе с объемной долей полимера 90%, вероятно,

отражает начальные стадии формирования сферолита.
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Глава 4

Структура цепи с насыщающимися

взаимодействиями и модель хроматина

В данной главе рассматривается структура конформаций, формируемых

посредством насыщающихся взаимодействий. Такие структуры выступают в

качестве модели упаковки хроматина в ядре клетки. В качестве модельного

организма, для которого осуществлялось описание пространственной организа­

ции хроматина, была выбрана плодовая мушка (Drosophila melanogaster), так

как является наиболее хорошо изученным организмом с точки зрения молеку­

лярный биологии. Особенности, свойственные для этого биологического вида,

должны быть характерны и для других, более сложных организмов, например,

млекопитающих. В данном исследовании используются результаты коллапса

одиночной полимерной цепи в плохом растворителе, описанные в главе 2 на­

стоящей диссертации. Решение задачи осуществлялось с помощью компьютер­

ного моделирования, был использован метод огрубленной молекулярной дина­

мики ДДЧ, описанный в главе 1 настоящей диссертации. Для воспроизведения

компактности структуры был использован механизм насыщающихся взаимодей­

ствий, также описанный в главе 1 настоящей диссертации.

4.1. Формирование топологически-ассоциированных

доменов

При описании упаковки ДНК в клеточном ядре могут быть использова­

ны различные масштабы, см. рис. 4.1. Достоверно известно, что ДНК является

двухцепочечной спиралью, намотанной на белки гистоны. Хроматин – это веще­

ство хромосом, он включает ДНК, гистоны и другие белки, связанные с ДНК.

Однако структура хроматина и причины ее формирования остаются неизвест­
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ными.

Рис. 4.1. Масштабы упаковки ДНК в ядре клетки.

Хроматин может быть рассмотрен как длинная полимерная цепь, несмотря

на сложную внутреннюю структуру. Этот вывод следует из общих принципов

поведения длинных полимерных цепей [15]. Каждая хромосома в ядре клет­

ки представляет собой отдельную полимерную цепь и занимает определенную

геометрическую область пространства, называемую хромосомной территорией.

Как уже было упомянуто в главе 1, организация хроматина на масштабе хромо­
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сомных территорий в настоящей диссертации не рассматривается, а объектом

исследования является участок одиночной хромосомы. Стоит отметить, что су­

ществование хромосомных территорий позволяет проводить изучение одиноч­

ной хромосомы, не теряя важных особенностей общей структуры упаковки хро­

матина в клеточном ядре.

Плотность хроматина внутри ядра эукариотической клетки существенно

неравномерна, это является следствием прежде всего таких функциональных

особенностей хроматина, как считывание с ДНК генетической информации.

Для нормального функционирования клетки в частности и организма в целом

требуется своевременный синтез определенных белков, для этого РНК должна

считывать и копировать нужную информацию с ДНК. Можно сделать пред­

положение, что уровень экспрессии генов оказывает существенное влияние на

распределение плотности хроматина внутри клеточного ядра. С одних участков

ДНК генетическая информация считывается часто, тогда как с других – редко

или вообще никогда. Существует множество модификаций хроматина, не свя­

занных с изменением последовательности ДНК, которые прямо или косвенно

влияют на экспрессию генов, такие модификации называются эпигенетически­

ми.

Хроматин по уровню экспрессии разделяют на два типа: эухроматин и ге­

терохроматин. Однако в некоторых работах [82] предлагается разделение хро­

матина на 4 типа: эухроматин, факультативный (связанный с поликомбными

белками), конститутивный (связанный с белками англ. HP1) и наименее эпигене­

тически определенный “молчащий” хроматин. В текущем исследовании исполь­

зовано разделение хроматина на 2 типа: активный (ацетилированный, модифи­

кация H3K27ac) и неактивный. Помимо эпигенетических изменений в формиро­

вании структуры хроматина участвуют архитектурные белки, способствующие

компактизации, например, когезин при интерфазе у млекопитающих может свя­

зывать собой два участка хроматина в пространстве [61], [73], [151].

Эпигенетические модификации играют важную роль в пространственной
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организации хроматина, например, при формировании пространственных то­

пологически ассоциированных доменов [2]. Профиль ацетилирования хромати­

на сильно коррелирует с уровнем экспрессии генов хроматина и расположе­

нием топологически ассоциированных доменов, определенных по контактной

карте, полученной в эксперименте Hi-C. Поиск доменов на контактной карте,

как правило, осуществляется при помощи программного обеспечения armatus

[152]. Для дальнейшего описания потребуется определить некоторые понятия,

так как данная область является новой и очень активно развивается, то авто­

ры в своих работах иногда вводят определения по-разному. В настоящей дис­

сертации топологически-ассоциированный домен (ТАД) – домен, образованный

участком неактивного хроматина с повышенным числом контактов, относитель­

но среднего значения в системе. Плотность контактов определяется по карте

контактов, полученной в эксперименте Hi-C (описание содержится в главе 1

настоящей диссертации). К ТАДам в настоящей диссертации будут относится

участки хроматина любой длины, т.е. никаких ограничений на размер ТАДа не

накладывается. Активный хроматин – это хроматин с высоким уровнем экспрес­

сии относительно её среднего значения для всего генома. Аналогично, неактив­

ный хроматин – это хроматин с низким уровнем экспрессии. На сегодняшний

день причины и способ формирования ТАДов остаются неясными в первую оче­

редь потому, что совокупность механизмов, ответственных за компактизацию,

по-видимому, различается для разных биологических видов. Например, было

показано, что когезина очень мало и он почти не активен у плодовой мушки

(Drosophila melanogaster) [153], а следовательно модель “loop extrusion” плохо

подходит для описания пространственной организации генома этого биологиче­

ского вида.

Наличие корреляции между уровнем экспрессии хроматина и плотностью

контактов означает, что активный (ацетилированный) хроматин имеет в сред­

нем менее компактную структуру, чем неактивный. Гипотеза о связи ацетили­

рования и организации хроматина заключается в том, что при ацетилировании
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заряд на хвосте гистона H3 оказывается замещен и такие участки формиру­

ют менее плотные конформации. Отметим, что система в целом является ней­

тральной с точки зрения электростатики. При наличии у нуклеосомы заряда

на хвосте гистона - возможно формирование долгоживущего контакта с другой

нуклеосомой, там как на ядре из гистонов (H2A, H2B) имеется область с отрица­

тельным зарядом. В случае ацетилирования нуклеосомы взаимодействие типа

“ключ-замок” не реализуется из-за отсутствия положительного заряда на хво­

сте гистона H3. Для проверки этой гипотезы проведено компьютерное модели­

рование сегмента одной хромосомы Drosophila melanogaster. Согласно данным

ресурса NCBI, размер одной Х хромосомы составляет 23.54 млн п.н., т.е. ≈ 117

тыс. нуклеосом. Поэтому, в компьютерном эксперименте будет смоделировано

≈ 9% Х хромосомы. Участок хромосомы представлен в виде регулярного блок­

сополимера с типами мономерных звеньев А и Б. Его последовательность вы­

брана исходя из экспериментальных сведений о распределении долей активного

и неактивного хроматина и записана в виде [500А - 50Б]19, где звенья типа “А”

соответствуют неактивному хроматину, а “Б” – активному. Соотношение длин

блоков и их абсолютные значения были выбраны из экспериментальных дан­

ных для Drosophila melanogaster [2]. Для подтверждения гипотезы о влиянии

разметки хроматина на структуру было проведено моделирование полимерной

цепи с последовательностью [500А - 500Б], но об этом пойдет речь в следующей

секции данной главы настоящей диссертации.

Для моделирования упаковки хроматина огрубление выбрано таким об­

разом, что 1 звену в компьютерном эксперименте соответствует 1 нуклеосома,

т.е. 200 п.н. Во-первых, более детальное моделирование означает необходимость

моделирования гистонов, а это потребует введения электростатики в явном ви­

де и специфических взаимодействий для учета связывания ДНК с гистонами и

другими белками. Во-вторых, распределение вещества нуклеосомы в значитель­

ной степени центрально-симметричное, что хорошо согласуется со сферической

формой “мягкого” потенциала ДДЧ, а возможность взаимного проникновения
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частиц позволяет качественно учесть отклонения формы нуклеосомы от сферы.

В-третьих, как уже было упомянуто, согласно законам статистической физи­

ки макромолекул, поведение полимерной цепи на больших пространственных

масштабах не зависит от внутренней структуры цепи, наличия валентных уг­

лов и прочих особенностей цепи. Поведение определяется внешними условиями

и общими свойствами, характерными для всех полимерных цепей. Учет всех

особенностей строения нуклеосом не позволит рассматривать поведение хро­

матина на интересующих временных и пространственных масштабах. Форми­

рование долгоживущего контакта между двумя нуклеосомами смоделировано

в виде обратимого формирования связи между звеньями, представляющими

неактивные участки хроматина, такой механизм носит название насыщающие­

ся взаимодействия. Он описан в главе 1 настоящей диссертации. Валентность

взаимодействия равняется 𝑢 = 1 для всех описанных случаев моделирования.

Образование и разрыв связей происходят с заданными вероятностями 𝑝𝑐 и 𝑝𝑏,

а их отношение 𝑝𝑐/𝑝𝑏 определяет долю связанных звеньев. Значения вероятно­

стей были выбраны эмпирическим путем: 𝑝𝑐 = 0.1 и 𝑝𝑏 = 0.01, что соответствует

доле образованных связей ∼ 70% от числа возможных. Такие вероятности обра­

зования и разрыва связей были выбраны для нормировки на размер системы. С

одной стороны, цепь не должна представлять собой плотную глобулу, с другой

– не должна формировать клубковую конформацию с большими характерными

размерами, так как в реальных системах это привело бы к возникновению суще­

ственного осмотического давления со стороны хроматина на ядерную мембрану.

При реализации механизма насыщающихся взаимодействий время релаксации

системы между взаимодействиями, т.е. время, через которое связи могут обра­

зовываться и разрываться, выбрано равным 200 шагов ДДЧ. Такой временной

интервал является достаточным для того, чтобы звенья успевали сменить со­

седей, и система не оказалась в кинетически замороженном состоянии, когда

образуются и разрываются связи между одинаковыми парами.

В качестве начальной конформации было выбрано случайное блуждание
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в моделируемом пространстве кубической формы размером 48 × 48 × 48. Для

устранения поверхностных эффектов моделирование осуществлялось в конти­

нуальном пространстве, для этого были использованы периодические гранич­

ные условия по всем направлениям координатных осей: x, y, z. Случайное блуж­

дание реализовано в ограниченном объеме, соответствующем размеру модели­

руемой ячейки, чтобы в начальные моменты времени исключить формирование

связей между звеньями цепи через периодические граничные условия. Из-за

использования периодических граничных условий используемое в расчетах рас­

стояние между звеньями может быть кратно размеру моделируемой ячейки.

Программой это будет проинтерпретировано как 𝑥𝑖 − 𝑥𝑗 ≈ 0 и связь может

быть образована. В ходе моделирования образование таких связей возможно

лишь теоретически, так как структура достаточно компактная. Формирование

связей через периодические границы не было ни разу зафиксировано за все вре­

мя моделирования. Случайное блуждание в качестве начальной конформации

цепи было выбрано в связи с тем, что реальная трехмерная конформация хро­

матина неизвестна, а случайное блуждание является “классическим” выбором

в компьютерном моделировании полимеров. Кроме того, при правильном вы­

боре параметров моделирования, формируется термодинамически равновесная

система, поведение которой не зависит от выбора начальной конформации.

Моделирование осуществлено методом ДДЧ, описанном в Главе 1 насто­

ящей диссертации. Так как хроматин является полиэлектролитом, а основной

растворитель в ядре клетки – вода (полярный растворитель), то цепь нахо­

дится в хорошем растворителе, в терминах модели Флори-Хаггинса параметр

𝜒 = 0. Коэффициенты объемного взаимодействия выбраны как 𝑎𝑖𝑖 = 𝑎𝑖𝑗 = 150,

такое большое значение параметра объемного взаимодействия в сравнении со

стандартным (𝑎𝑖𝑖 = 25) было выбрано для устранения возможности самопере­

сечения цепи. При этом недеформированная длина связи установлена равной

𝑙0 = 0.5, а жесткость связи – 𝑘 = 150. Эти условия позволяют предотвратить

самопересечение цепи за счет стерических ограничений. Остальные параметры
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выбраны стандартными для ДДЧ [108] 𝜌 = 3,Δ𝑡 = 0.04. Всего было выполнено

12 независимых запусков из разных стартовых конформаций.

Рис. 4.2. 12 финальных конформаций независимых запусков из разных стартовых конфор­

маций и их карты расстояний.

Для анализа результатов компьютерного моделирования были построены

карты расстояний, так как они содержат всю информацию о системе и доста­

точно легко усредняются, кроме того, по ним можно однозначно восстановить

трехмерную структуру. Восстановление трехмерной конформации по матрице
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расстояний является вариацией задачи трилатерации и для ее решения матрица

содержит избыточные данные. Таким образом одиночная карта расстояний поз­

воляет анализировать архитектурные особенности конформации цепи на любых

пространственных масштабах. Матрица расстояний, как и матрица контактов,

является симметричной и часто изображают её половину и поворачивают на

90 градусов. Таким образом она выглядит как равнобедренный треугольник, в

основании которого лежит диагональ матрицы.

На рис. 4.2 приведены полученные конечные конформации. Примечатель­

но, что как сами конформации, так и соответствующие им карты расстояний

значительно отличаются между собой. Визуально в них едва угадываются схо­

жие мотивы. Однако стоит отметить, что эксперименты по захвату конформа­

ции хромосом, в частности, полногеномный метод Hi-C, проводятся на большой

популяции клеток ∼ 107. В результате индивидуальные особенности простран­

ственной организации хроматина в клетках оказываются неразличимы. Но, с

другой стороны, благодаря большой статистике, можно с уверенностью гово­

рить об общих архитектурных особенностях, характерных для всей популяции

клеток. Из рис. 4.2 можно сделать вывод, что хроматин в клетках принимает

не похожие друг на друга конформации, однако, при усреднении (см. рис. 4.3)

хорошо видна иерархическая структура доменов.

Из экспериментов Hi-C можно получить только карты контактов, поэто­

му, чтобы сравнить напрямую экспериментальные результаты с результатами

моделирования, была построена карта контактов. Использован то свойство, что

карты контактов могут быть получены из карт расстояний путем введения па­

раметра контактного радиуса и сравнения каждого расстояния с этим парамет­

ром. Если значение меньше параметра - присваиваем 0, иначе 1. По картам кон­

тактов невозможно однозначно восстановить трехмерную конформацию цепи,

кроме того, они существенно хуже усредняются вследствие их сильной разре­

женности. Карта контактов представлена не для всей системы, а только для

участка размером 3 домена [500А-50Б], см. рис. 4.3. Статистика для такой кар­

97



ты была получена путем усреднения скользящим окном по всем конформациям,

чтобы накопить достаточно данных для обработки и представления.

Рис. 4.3. Слева - одиночные карты расстояний. Справа сверху усредненная карта рассто­

яний по 12 реализациям. Справа внизу усредненная скользящим окном в 3 домена по 12

конформациям карта контактов.

На рис. 4.3 под усредненной картой расстояний представлена серая шка­

ла разбиения на домены, выполненного при помощи программы Armatus v 1.0

[152]. Видно, что полученное разбиение на домены очень хорошо коррелирует с

фактической разметкой полимера [500А-50Б]19. Стоит отметить, что поиск ТА­

Дов с помощью программного обеспечения Armatus на индивидуальной карте

расстояний показывает плохие результаты. Это является еще одним подтвер­

ждением высокой вариабельности пространственной архитектуры хроматина в

отдельных клетках. На рис. 4.4 изображена конформация одиночного запуска

и отмечены некоторые структурные элементы, которые хорошо видны на карте

расстояний.

Для сравнения было проведено компьютерное моделирование хроматина с

98



Рис. 4.4. Слева изображена конформация мультиблоксополимера с насыщающимися взаимо­

действиями. Справа - соответствующая конформации слева карта расстояний. На карте и

конформации отмечены некоторые структурные элементы.

использованием только объемных взаимодействий. Для моделирования ТАДов

была использована аналогичная модель мультиблоксополимера, состоящего из

звеньев двух типов, [500А−50Б]19. Как и ранее, звенья типа А моделируют

неактивный хроматин (n), тип Б – активный (a), Р – растворитель (s), тогда

𝑎𝑖𝑖 = 𝑎𝑎𝑠 = 150, 𝑎𝑛𝑠 = 𝑎𝑛𝑎 = 159.8. То есть сегменты типа А коллапсируют в

растворителе, тогда как для сегментов типа Б растворитель является атермаль­

ным. Такие значения параметров отталкивания соответствуют 𝜒 ≈ 3, так как

для 𝑁 > 10 параметр взаимодействия связан с параметром модели Флори-Хаг­

гинса выражением 𝜒 ≈ 𝑎/0.306 [108].

На рис. 4.5 (а) представлена конформация, полученная в ходе моделирова­

ния с использованием только объемных взаимодействий. Стоит отметить, что

структура ядро-оболочка формируется из-за коллективности объемных взаимо­

действий. На карте расстояний видны некоторые особенности доменного строе­

ния, однако, это связано скорее с последовательностью мультиблоксополимера,

а не со сформированной пространственной структурой. Еще одним существен­

ным недостатком является плотность полученной системы, она равномерно вы­

сокая, чего не наблюдается в микроскопии. При равномерно высокой плотности

хроматин занимал бы в ядре значительно меньший объем, а он распределен по
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Рис. 4.5. а) Конформация мультиблоксополимера, сформированного в ходе коллапса под

действием объемных взаимодействий. б) Карта расстояний, соответствующая конформации

(а).

всему объему ядра. На рис. 4.5 (б) представлена карта расстояний, на которой

можно заметить, что между доменами практически не наблюдается иерархии.

Возвращаясь к анализу зависимости вероятности контакта, как уже было

отмечено в главе 1, согласно экспериментальным данным внутридоменная ве­

роятность контакта имеет зависимость 𝑃 (𝑠) ∼ 𝑠−3/4 [61]. Такая зависимость мо­

жет существовать только для участка цепи, но не для всей системы. При наблю­

дении за вероятностью контакта структура мультиблоксополимера, полученная

в ходе компьютерного моделирования, качественно соответствует наблюдаемым

экспериментальным тенденциям, см. рис. 4.6. Значение степенного показателя

𝛼 зависимости вероятности контакта 𝑃 (𝑠) ∼ 𝑠𝛼 внутри домена больше, чем

между доменами. Это связано со свойствами трехмерного пространства, макси­

мально плотная иерархическая структура имеет зависимость 𝑃 (𝑠) ∼ 𝑠−1, при

увеличении степенного показателя в зависимости 𝑃 (𝑠) структура становится

вложенной, в частности, субцепи перемешиваются на определенном масштабе.

Если степенной показатель зависимости 𝑃 (𝑠) ∼ 𝑠𝛼 𝛼 < 1/3, то он не может оста­

ваться постоянным для структуры на всех масштабах. С математической точки

зрения такое возможно, но является нефизическим случаем и такие структуры
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в настоящей диссертации не рассматривается.
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Рис. 4.6. а) Зависимость числа внутридоменных контактов от радиуса инерции, чем боль­

ше контактов, тем более компактную структуру имеет домен. б) Зависимость вероятности

контакта от геномной длины для внутридоменных контактов и междоменных. Осуществлен

пересчет 1 звено ∼ 200 п.н.

Также мы проверили существование зависимости между числом контак­

тов звеньев внутри домена и его характерным пространственным размером. В

качестве характеристики размера был выбран радиус инерции. На рис. 4.6 (а)

заметен явный тренд увеличения числа контактов с уменьшением характерного

размера. Такое поведение зависимости интуитивно понятно: чем больше контак­

тов, тем более плотная структура формируется, следовательно, тем меньше её

характерный пространственный размер.

Для сравнения влияния насыщающихся взаимодействий на формирующу­

юся структуру были построены зависимости 𝑅(𝑠) отдельно для участков ими­

тирующих активный и неактивных хроматин, см. рис. 4.7. И в случае активно­

го хроматина, и в случае неактивного, структура, формируемая посредством

только объемных взаимодействий, имеет существенно более равновесные ха­

рактеристики. Такой вывод продиктован результатами, описанными в главе

2 настоящей диссертации. Моделирование структуры мультиблоксополимера,

сформированной посредством объемных взаимодействий, было проведено один
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Рис. 4.7. а) Различия в структуре ТАДа, блока, имитирующего неактивный хроматин. б) Раз­

личия в структуре линкера, блока, имитирующего активный хроматин. Для насыщающихся

взаимодействий сделано усреднение по 228 блокам 12 независимых реализаций (19 блоков в

каждой). Для объемных взаимодействий зависимость усреднена по 19 блокам единственной

рассчитанной структуры.

раз, так как нет каких-либо предпосылок к вариативности структуры. Однако

небольшой объем выборки сказывается при построении вероятности контакта,

см. рис. 4.8.

На рис. 4.8 (а) хорошо видно, что структура, сформированная насыщающи­

мися взаимодействиями, плотнее уложена на малых масштабах, но существенно

более свободно на больших. При анализе зависимостей 𝑃 (𝑠) на рис. 4.8 (б), хо­

рошо видно, что у структуры, сформированной объемными взаимодействиями,

функциональная зависимость пропадает существенно раньше (𝑃 (𝑠) ∼ 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑡),

чем у сформированной насыщающимися. Такой результат не соответствует экс­

периментальным результатам. Поэтому глобула, сформированная мультиблок­

сополимером с насыщающимися взаимодействиями может являться моделью

упаковки хроматина.
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Рис. 4.8. а) Зависимости 𝑅(𝑠) для структур сформированных объемными и насыщающими­

ся взаимодействиями. б) Зависимости 𝑃 (𝑠) для структур, сформированных объемными и

насыщающимися взаимодействиями.

4.2. Стабилизация топологически-ассоциированных

доменов

Если рассмотреть разделение хроматина на активный и неактивный, то

можно заметить, что такая разметка очень нерегулярна. Можно обнаружить

участки, где активный хроматин занимает такую же долю, как и неактивный,

см. рис. 1.13. Для проверки того, как такое распределение может повлиять на

конечную структуру было осуществлено компьютерное моделирование мультиб­

локсополимера с насыщающимися взаимодействиями методом диссипативной

динамики частиц. Последовательность моделируемого полимера была выбрана

как [500А−500Б]10, а длина составляла 𝑁 = 10000 звеньев. Параметры модели­

рования использовались такие же, как в предыдущем разделе настоящей главы.

Звенья, моделирующие активный хроматин, согласно выдвинутой гипотезе, не

образуют связи с другими нуклесомами. В результате этого они экранируют

ТАДы друг от друга. Для описания полученной структуры была построена

контактная карта размером три домена по одной полученной конформации.

Доменная структура проявляется достаточно хорошо, несмотря на размер вы­
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борки, см. рис. 4.9 (б). Экранирование доменов хорошо видно визуально на трех­

мерной конформации рис. 4.9 (a). При этом для исключения влияния размеров

структуры, число блоков было уменьшено до 10 шт., чтобы провести корректное

сравнение со структурой мультиблоксополимера [500А-50Б]19. Визуально срав­

нив конформации мультиблоксополимеров разной последовательности, можно

сделать вывод, что чем длиннее участок активного хроматина, тем лучше он

экранирует ТАДы неактивного хроматина от взаимодействия между собой.

Другим интересным мотивом в разделении хроматина на активный и неак­

тивный является присутствие коротких участков активного хроматина внутри

длинного участка неактивного, см. рис. 1.13. Для оценки влияния в качестве

модели была выбрана последовательность мультиблоксополимера 500А - 50Б -

[50А - 10Б]10 - 50Б - 500А, т.е. в центральный блок длиной 500 звеньев было

добавлено 10 коротких сегментов длиной 10 звеньев моделирующих активный

хроматин.

В ходе моделирования было установлено, что участки активного хромати­

на достаточно быстро оказываются на поверхности домена, тем самым стабили­

зируют его. Примечательно, что этот результат соответствует представлениям

Томаса Кремера об организации хроматина. В его модели хроматин органи­

зован в виде кластеров доменов хроматина (англ. chromatin domain cluster -

CDC), где находится неактивный хроматин и перколирующих каналов, где на­

ходится активный [154]. В каналах плотность хроматина существенно ниже, чем

в кластерах. Это связано с активным осуществлением транскрипции. В этих

междоменных областях наблюдается высокая подвижность, см. рис. 4.11. Од­

ним из главных преимуществ представленной модели мультиблоксополимера

с использованием насыщающихся взаимодействий является самоорганизация.

Известно, что эпигенетические профили наследуются при делении клеток. Это

означает, что разметка хроматина задается биологическими механизмами. Фор­

мирование пространственной структуры хроматина происходит исключительно

за счет общих принципов статистической физики макромолекул без использо­
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Рис. 4.9. а) Конформация полимерной цепи с последовательностью [500А−500Б]10. б) Карта

расстояний для конформации (а). в) Контактная карта для конформации (а), усредненная

скользящим окном размером 3 домена.

105



Рис. 4.10. а) Конформация полимерной цепи с последовательностью

500А-50Б-[50А-10Б]10-50Б-500А. б) Карта расстояний для конформации (а).
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Рис. 4.11. Графическое представление модели Т. Кремера о существовании хроматиновых

кластеров доменов (англ. CDC) и хроматиновых каналов. Изображение заимствовано [154].
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вания каких-либо грубых допущений или специальных архитектурных белков.

Это очень важно для выявления общих принципов пространственной организа­

ции хроматина, характерных для большинства биологических видов.

4.3. Выводы к третьей главе

Показано, что разделение хроматина на активный и неактивный играет

ключевую роль в его пространственной организации. В модели хроматин был

представлен в виде регулярного мультиблоксополимера с насыщающимися вза­

имодействиями между звеньями, моделирующими неактивный хроматин. Для

всех участков мультиблоксополимера растворитель был хорошим, т.е. в тер­

минах модели Флори-Хаггинса 𝜒 = 0. В ходе моделирования в системе были

сформированы топологически-ассоциированные домены (ТАДы). Полученные

конформации существенно отличались друг от друга, однако присутствовали

схожие мотивы пространственной организации, которые были хорошо видны

при усреднении по независимым реализациям. Полученные результаты компью­

терного моделирования качественно совпадают с экспериментальными резуль­

татами. В частности, график зависимости вероятности контакта 𝑃 (𝑠) ∼ 𝑠𝛼,

рассчитанный для звеньев внутри домена, идет более полого, чем между доме­

нами.

В ходе вариации длины блоков и структуры последовательности было уста­

новлено две закономерности. Длинные участки цепи, моделирующие ацетили­

рованный активный хроматин, способствуют стабилизации ТАДов путем увели­

чения расстояния между доменами за счет экранирования взаимодействия зве­

ньев разных ТАДов. В то же время наличие большого числа коротких участков

активного хроматина тоже приводит к стабилизации ТАДов, как это показано

на рис. 4.10. Похожее поведение наблюдается у поверхностно-активных веществ,

которые стабилизируют мицеллы.
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Заключение и выводы

Диссертация посвящена изучению структур, формируемых высокомолеку­

лярными соединениями. Компьютерное моделирование было использовано в ка­

честве основного метода исследования. В рамках выполненной работы были

получены следующие новые результаты:

∙ Полимерная цепь в результате коллапса в "плохом" растворителе не мо­

жет сформировать структуру складчатой (фрактальной) глобулы, для ко­

торой зависимость вероятности контакта звеньев от контурной длины це­

пи задается как 𝑃 (𝑠) ∼ 𝑠−1, а зависимость пространственного расстояния

от контурной длины – 𝑅(𝑠) ∼ 𝑠1/3. Это происходит из-за постоянной ре­

лаксации системы на всех пространственных масштабах, поэтому после

формирования единой глобулы субцепи малой длины имеют гауссову ста­

тистику.

∙ При кристаллизации полимера из переохлажденного раствора формиро­

вание кристаллических зародышей происходит до завершения фазового

расслоения (коллапса в плохом растворителе) даже для значения пара­

метра 𝜒 ≈ 9 в модели Флори-Хаггинса. Однако, после формирования

глобулы структура релаксирует в единый кристаллит.

∙ Кристаллизация полимерных цепей из разбавленного переохлажденного

концентрированного раствора осуществляется в две стадии: быстрый рост

количества кристаллических зародышей и последующее медленное увели­

чение степени кристалличности за счет их слияния и вовлечения соседних

аморфных участков. Кристаллическая ламель состоит из нескольких це­

пей, одна цепь находится в нескольких кристаллитах, при этом кристал­

лит состоит из множества полимерных цепей.

∙ При концентрации полимера (∼ 90%) в системе формируются наиболее
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крупные кристаллиты. Это объясняется балансом между сеткой зацеп­

лений, сформированной цепями и наличием полимерного материала для

увеличения степени кристалличности.

∙ При описании структуры, формируемой хроматином внутри ядра эукари­

отической клетки во время интерфазы, моделью регулярного мультиблок­

сополимера с насыщающимися взаимодействиями удалось получить топо­

логически-ассоциированные домены неактивного хроматина. Они образу­

ются благодаря возможности формирования обратимых насыщающихся

связей, что является аналогом взаимодействия неацетилированных нукле­

осом, относящихся к неактивному хроматину. Участки активного хрома­

тина находятся либо на поверхности домена, образованного неактивным

хроматином, либо между такими доменами.
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