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Kaj se dogaja z molekulami med kuhanjem?

Ko dovajamo energijo,
dvigujemo temperaturo in
posledicno spreminjamo

e strukture molekul

* porazdelitev molekul
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Stanje in ravnovesje

* Molekule najdejo
lokalno ravnovesje

* Majhna motnja povzrodi
spremembo stanja
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V cem se razlikujejo stanja?

T entropija

J energija
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Kam se razvijajo stanja?

e Doloca prosta energija (G): G=E-TS 0® o
(pri stalnem tlaku in temperaturi AH = AE) _ © 0
O O

* Procesi spontano potekajo T entropija
VvV smeri nizje proste energije: AG < 0 M:

AE —TAS <0

G ... prosta entalpija (angl. Gibbs free energy)
H ...entalpija(H=E+pV)
. . .. . v E ..energija
* V ravnovesju je prosta energija sistema najnizja. T ...absolutna temperatura
S ...entropija
P ... Stevilo stanj sistema
kg ... Botzmannova konstanta

(1,38 x10723J/K = 8,6 x 10™° eV/K))

Vse kolicine (E,G,S) na delec (ne na mol)!
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Tudi v ravnovesju ni vse homogeno

* Molekule so lahko v razlicnih G; = Gy
stanjih z enako prosto energijo: E,—TS;=E,—TS,

* Porazdelitev verjetnosti stanj p,

(Boltzmannov faktor): p; o e Ei/kT

* Razmerje verjetnosti: b1 — e~ AE/KT
P2
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Zivljenjski ¢as molekularnih struktur

* Razmerje verjetnosti stanj =
razmerje zivljenjskih ¢asov (1): P1 _T1 _ a—AE/KT
P2 12
VE..Tt

* V: Primerjaj zivljenjske ¢ase naslednjih struktur:
* H-in kovalentna vez
* Enega, dveh, treh zavojev a-vijacnice proteinov

* Vsaka dodatna H-vez (0,1 eV) podaljsa zivljenjski ¢as strukture za ~55x!
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Temperatura spreminja porazdelitev stanj

izlo€anje mascobe iz raztapljanje sladkorja pri o © ()
juhe pri ohlajanju kuhanju marmelade o O
e o o

O O

T entropija

=e
P2 17
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Stacionarno stanje NI nujno tudi ravnovesje

The Demon and the
friction-free trap door

System with Lower Entropy
(in violation of the Second Law)

T entropija

J energija

Vzdrzevanje ravno pravega (ne)reda zahteva tok snovi in zato energijo
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~Specificnostiinterakcij
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Kako se molekule “prepoznajo”?

e Primeri:

* Konformacije interakcijskih motivov na pravem mestu in v pravi smeri

Receptor-ligand
Encim—substrat
Protitelo—antigen
Transkripcijski faktor—DNA
lonski kanali

Bazni pari DNA

SARS-CoV-2 RBM

» Stevilo gibkih vezi dolo¢a vezavni ¢as preko mnogo velikostnih redov (ps—Ms).
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Specificnost ionskega kanala

napacne razdalje Na ne
spustijo skozi K kanal

“filter” l
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V: Ali lahko z energijo interakcij razlozimo, zakaj Na ne more skozi K kanal?
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Na porazdelitev stanj poleg energije vpliva tudi entropija

* Verjetnost za zasedenost stanja je odvisna od

energije stanja (Boltzmannov faktor): p; oc e Ei/KT

* Kadar se molekularna stanja mocno razlikujejo,
je pri oceni njihove verjetnosti (p;) potrebno
upostevati tudi razliko v entropiji: p; « P; e Ei/KT = o=Ei/KT +In Py
(tj. razlicno Stevilo moznih izvedb istega stanja - P))
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Dinamika kemijskih reakcij

* Hitrost reakcije (spreminjanje koncentracij) je odvisna od stanje:

verjetnosti vmesnega stanja:

[
>

* koncentracije snovi v izhodiS¢nem stanju (c;) ter ©
* neugodnosti vmesnega stanja * (aktivacijska energija, G,): %
C

dc, o

—= =kyc; —kyc; kg = Ae (GaGOI/KT 7

dt 1¢1 2C2 1 §

o

k2 = A e_(GA_GZ)/kT

* Razmerje koncentracij snovi v ravnovesju (dc/dt = 0),
ki jih opisuje ravnotezna konstanta reakcije (K),
doloca razlika proste energije med stanjema (AG = G,—G,):

€1 - k,
* Reakcija tece spontano (K> 1), ¢e imajo produkti nizjo
prosto energijo od reaktantov (AG < 0).
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Dinamika kemijskih reakcij

* Katalizatorji (encimi) pospesijo reakcijo (znizajo E,),
ne spremenijo pa ravnovesnih koncentracij!

» Aktivacijsko energijo lahko doloCimo iz temperaturne
odvisnosti hitrosti reakcije (Arrheniusova relacija):

kl =A e_GA/kT
Gy 1

In(ky) = In(4) ~ =2

* Tudi pri kompleksnih bioloskih kaskadah reakcij
celokupno hitrost navadno doloca ena od stopenj
(“rate-limiting step”).
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Dinamika vezave med molekulami

e Tudi pri vezavi liganda na receptor A + B <> AB
gre za dinamicno ravnovesje med reakcijama
vezave (k,,) in odcepljanja (k).

Nekaj liganda vedno ostane prostega.

* Ravnovesne koncentracije ponovno doloca
razlika v prosti energiji med vezanim in
nevezanim ligandom:

 Jakost vezave namesto s K pogosto izrazimo z
disociacijsko konstanto K, = 1/K, ki ima enoto c.
Pric, = K, bo zasedena polovica vezavnih mest.
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Ali spremembe vodi energija ali entropija?

* Prosto energijo lahko zniza

* zniZanje energije (tvorba novih vezi)
— eksotermna reakcija

* poviSanje entropije (moznost novih konfiguracij)

_? termna reakcija
— endotermna reakcija

In(K)

v

* Prispevka energije in entropije lahko doloCimo

* preko temperaturne odvisnosti ravnhotezne konstante
(Arrheniusova relacija): In(K) = _Acl — as _AE1L
k T k k T

1/T

* z merjenjem sprosc¢ene/absorbirane toplote
(kalorimetrija)
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Kalorimetrija

* Energijska vrednost hrane, kalorija

* V bioloskih sistemih nas pri kalorimetriji zanima
koli¢ina energije (TOPLOTE), ki se sprosti ali
porabi pri nastanku ali razdiranju vezi, npr. pri

* razvijanju ali denaturaciju proteinov
* faznih prehodih v lipidnih membranah
* interakcijah encim/inhibitor, antigen/protitelo

* Toplota je povezana z entalpijo in entropijo:
(pri kalorimetriji je specifi¢na toplota izrazena na mol, ne kg!)
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100q izdelka vsebuje povpreéno:

| enrgijska vrednost k1/kcal 301/71 |
beljakovine 294g
ogljikovi hidrati 12,4 g
od teh sladkorj 11 g
mascoba 11qg

H,0: c, = 4180 J/kgK = 4.18 kJ/kg K = 1 kcal/kg K

tipiCna potreba po energiji za odraslega Cloveka
— cca. 2500 kcal/dan = 10000 kJ/dan

Q = mc, AT

Cp
dH = cpdT,  dS = 2dT

Q ... toplota

m ... masa

C, --- specifiCna toplota
T ... temperatura



Kalorimetrija — tri izvedbe

* Adiabatna kalorimetrija

(meri toploto zgorevanja)

V bioloskih sistemih:

 Diferencialna dinamicna

kalorimetrija
(spremljamo podiranje vezi
v molekuli, fazne prehode)

* |zotermna titracijska

kalorimetrija
(spremljamo vezavo med
molekulami)

»
»
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Laboratorijska biomedicina — Molekularna biofizika intervalno dodajamo “ligand”



Povrsinska plazmonska resonanca (SPR)

ko zastavice zatemnijo nebo

* Ko spremenimo opazovano tekocCino, spremenimo lastnosti odbite svetlobe !

Vezava molekul spremeni kot absorbirane svetlobe

Optical
detection

Light
source
Polarized

~ Light

Sensor chip :

® o e A A I}\ o °?

Flow channel =

Doloc¢imo:

Response

« specificnost interakcij med molekulami
 koncentracijo vezanih molekul

* vezavno afiniteto / Time

* hitrost vezave oz. disociacije
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ELISA = enzyme linked imunosorbent assay

Encimskoimunski test

z molekularnim ojacevalcem vidimo bolje

* /e vezava enega samega encima preko
antigena ali protitelesa pretvori mnogo
molekul substrata v molekule drugacne
barve!

(A) Indirect ELISA

Wash ‘ 2%“5 qﬁs\ I

Specific antibody Enzyme-linked Substrate is added and
binds to antigen antibody binds to converted by enzyme into
specific antibody colored product; the rate

of calor formation is
proportional to the amount
of specific antibody

Wash o
3 E-% EH|S
Monodonal Antigen binds A second monoclonal Substrate is added and

antibody- to antibody antibody, linked to converted by enzyme into
coated well enzyme, binds to colored product; the rate

immobilized antigen of color formation is

proportional to the

amount of antigen
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