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Neravnovesje koncentracij

Porazdelitev topljenca po topilu vpliva na prosto energijo sistema:

G = E—kgT In(P) = E + kT In(c)

* Najnizja G ob enakomerni porazdelitvi topljenca (¢im nizja .
koncentracija ¢, najve¢ moznih nacinov razporeditve: P oc 1/c) '

Koncentracijo topljenca poskusata izenaciti tako topljenec kot topilo —
oba v povprecju potujeta v smeri (svoje) nizje koncentracije.

Gre za pasivni transport

Laboratorijska biomedicina — Molekularna biofizika



Osmozni tlak

« Ce dele prostora z razli¢no koncentracijo topljenca loéuje membrana,
skozi katero lahko prehaja le topilo, izgleda, kot da to gibanje (osmozo)
poganja dodatni tlak.

» Ker se spreminja Stevilo delcev (N), stanje namesto z G raje opiSemo s
kemijskim potencialom (u - za vsako snov i z molskim deleZzem x)):

3G,
U = N, = E; + pV; + kgT In(x;)

* Osmozni tlak () je sorazmeren razliki koncentracij topljenca (Ac):

T = NAkBT Ac
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Primer: raztapljanje tablete

1. Kapilarni vlek in osmozni tlak vleCeta vodo v tableto
2. Tableta zato nabrekne

3. Poveca se povrsina izmenjalne plasti

4. Osmozni tlak povlecCe snovi s povrsine tablete v vodo

5. V nekaterih tabletah se sproscajo mehurcki plina, ki
pospesujejo mesanje tekoCine z izloCenimi snovmi
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Primer: celica v hipotonicnem okolju

Relative osmolarity: 1 2 0.5
Total duration: 3 min
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Primer: celica v hipo-/hipertoni¢nem okolju

Relative before after ~5 s after ~1.5 min
osmolarity:

1-2>0.5

122
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V: KolikSen je osmozni tlak krvne plazme (proti vodi)?
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Osmometer na parni tlak

e Kako izmerimo osmolarnost raztopine?

* Kemijski potencial molekul topila v Cistem » _ <am
topilu ali v raztopini je razli¢en! . s REE e

- razliéna parna tlaka topila

Electrical sigral
proportional to AT

e Parni tlak je odvisen tudiod T

— Razlika v T, pri kateri izena¢imo parni tlak
topila in raztopine, je merilo za kolic¢ino
topljenca (OSMOLARNOST)

e =
Thermostated chamber
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Povrsinska napetost na molekularnem nivoju

* Molekule razlicnih snovi se odbijajo ali privlacijo,
molekule iste snovi pa se vedno privlacijo

* Molekule na stiku z drugo snovjo (zrak) tvorijo
manj privlacnih interakcij s svojimi sosedi

* Povrsinska napetost () = prosta energija na
enoto povrsine stika dveh snovi v primerjavi z
molekulami v snovi (voda-zrak: =70 mJ/m?)
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Minimizacija proste energije ...

... (povrsine) vodi v okroglo obliko kapljic ali mehurckov

V=1cm3 V=1cm3
a=1cm ’ R=0,6cm
S=6cm? S=45cm?

Krogla ima manjso povrsino kot kocka enakega volumna

e Povriinska napetost tudi okroglo kapljico (mehuréek) 2y

Se napre;j stiska, torej ustvarja dodaten tlak (Ap): Ap =—(2)
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Stik kapljevine in povrsine

» Obliko kapljice doloCajo energije parov interakcij
vseh treh snovi v stiku (kapljevine, trdnine in plina),

e 1 TR . solid Y

ki Zelijo zmanj$ati sticne povrsine. ot
« Sile zaradi treh povrSinskih napetosti vieCejo rob Ys¢ = VsL + Vg coSO

kapljice v tri smeri. Ravnovesni kot omocenja () je Ver —

torej odvisen od treh povrsinskih napetosti: cosf = %

LG
« Kot omocenja oblikuje povrsino meniskusa: A B
cosf >0 cosf <0
AN N
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Stik kapljevine in povrsine

« Ce je interakcija med teko&ino in povrsino privliaéna,
porozni materiali (papir, tkanine, kapilare) vleCejo
tekoCino v notranjost - kapilarni viek.

« TekocCina se dviguje po kapilari, dokler hidrostatski tlak
ne izenaci podtlaka zaradi ukrivljene povrsine:

2y cos @
h=2!

pgr

r ... polmer kapilare
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Vodni drsalci: so prelahki ali le ne marajo vode?

Vecja kot je povrSinska napetost, vecjo silo na enoto povrsine lahko prenese
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Razrez vodne kapljice s hidrofobnim nozem
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Povrsine z nabojem

* Nabita povrsina pritegne delce iz raztopine elektricni priviak
Z nasprotnim nabojem.

* Nekaj proti-ionov je (zac¢asno/dinamicno)
vezanih na povrsino (“Stern layer”), ostali
se zadrzujejo v “difuzni plasti” blizu
povrsine.

* Popolno nakopicenje proti-ionov prepreci -
osmozni tlak, ki jih vleCe nazaj v raztopino. osmozni tlak

Elektricha dvojna plast
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Stabilnost disperzije nabitih delcev

* Elektricna dvojna plast senci elektrostatsko polje naboja
na povrsini, zato se lahko enako nabiti delci bolj priblizajo.

* Ce je senéenje dovolj moéno (velika ionska mo¢
raztopine), lahko pridejo tako blizu, da prevladajo
privlacne interakcije s kratkim dosegom
— delci se zdruzujejo v skupke, disperzija je nestabilna.

e Odlocilen je elektri¢ni potencial (U= W / e) na meji
dvojne plasti — zeta-/C-potencial.

V: Koliksen mora biti C-potencial za stabilnost disperzije?
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Mleko kot disperzija

Al - loCevanje smetane od posnetega mleka
A2 - mlecno-kislinska fermentacija
B - homogenizacija

Kazeinske micele se
povezejo prek ionskih

mostov

Mascobna kapljica: —Ca2+QjC! O

* Fosfolipidi (rdece) BOG -

* Trigliceridi, holesterol estri (oranzno) [ )]
r\ Majhna mascobna kapljica s defektnim fosfolipidnim

plaséem

Kazeinska micela:
" * Nabit in polaren k-kazeinski plas¢ (zeleno in vijoli¢no)

* Nepolarna sredica iz a in B kazeina ter Ca in PO, (modro)
‘ Kazeinska micela z denaturiranim in delno razgrajenim x-

kazeinskim plas¢em

° Natrijevi ioni
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samoorganizacija polisaharidnih gelov ob cvetenju morja
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Urediti ali ne urediti?

Ce je privlak (energija privlaéne interakcije, W) med molekulama A in B manjsi kot
med molekulami A (ali med molekulami B), lahko ob dovolj nizki temperaturi
molekule A (ter molekule B) agregirajo:

2 |Wpgl < [ W+ W |

W, " 2 Wi+ 3 W+ 11 W, 6 Wap+5 Weg +5 W,y |
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Vplivtemperature

* Pri minimizaciji proste energije steje tudi sprememba entropije zaradi
prerazporejanja

 \/pliv entropije se povecuje s temperaturo, zato hocejo biti molekule/delci pri visji
temperaturi bolj enakomerno porazdeljeni in imeti veC enakovrednih moznosti za
prerazporeditev!

e Zato pri visji temperaturi
samoorganizirane
strukture razpadajo!
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Kriticha koncentracija agregatov

* Agregacija molekul se lahko zacne Sele pri neki kriticni koncentraciji, ki jo npr. pri
agregaciji lipofilnih molekul imenujemo kriticna micelarna koncentracija (CMC).

) o)
3 / \
=3 O A
s|”o A RS
Pod CMC so molekule v raztopini ve¢inoma proste Sl o E = |
2 c ® i C
c A — A '
. - : T T i
Nad CMC se zaCnejo mnoziti agregati = o g ! z}“
O 000 O ;
'Tg_ > §7 >
§ A C E A C
Visoko nad CMC se agregati mocno povecujejo 5 & 5 %%
>
3 23
C C

* Visanje koncentracije ima podoben vpliv kot ohlajanje!
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Biomembrane: izgradnja

* Ko amfifilne molekule zaradi termicne difuzije trcijo
skupaj, se ujamejo in tvorijo skupke, da bi
minimizirale energijo pretrganih vodikovih vezi v
vodi

» Skupki prav tako zaradi termi¢ne difuzije trkajo in
se zlivajo v vecje skupke

e Znotraj skupkov se amfifilne molekule
prerazporejajo tako, da lipofilne repe skrijejo pred
vodo
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Biomembrane: domene

e Razlicne vrste molekul znotraj membrane
agregirajo zaradi razlicnih interakcij in
konformacijskih prostorov (zbirka moznih e

Glycosphingolipids

konformacij posameznih molekul)

* Urejeni ,rafti“: nizanje energije
* VAW privlak med nasicenimi mascobnimi
kislinami
* H-vezi med steroli in sfingolipidi

* Fluidne domene: viSanje entropije

* nenasicene verige zavzamejo velik
konformacijski prostor
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Proteini: zvijanje

e Strukturiranje proteina poteka zaradi tvorjenja energijsko ugodnih vodikovih vezi
ali drugih interakcij
* znotraj sekundarnih struktur, kot so vijaCnice in listi,
* ter med sekundarnimi strukturami

* Minimizacija energije v tem primeru zadosca tudi za minimizacijo proste energije
kljub znizanju entropije (zaradi zmanjSanja konformacijskih prostorov)

7

[

| R \/\L\
L MW" e q ‘&\Q )

primer zvitja proteina .C\ ; : ‘( %a ‘ %S
500 ns

Start 100 ns 250 ns
¥ 9 &9 -ff 9 &%
‘ ; B
%., I/

1000 ns 2000 ns 2500 ns Folded
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Proteini: sestavljanje agregatov

* Proteinske super-strukture se sestavljajo zaradi

* Van der Waalsovega privlaka med 85
lipofilnimi beta sod¢ki in notranjostjo S
membrane (membranski agregati,
vecinoma pore)

5 nm

 skrivanja beta listov pred vodo
(zaradi hidrofobne interakcije)

S

A

B <
8E >
7
P! *(‘t‘f
; ‘<€A$&
K* channel a-hemolysin PA4, channel
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Proteini: polimerizacija citoskeleta

» Aktinska vlakna in mikrotubuli se sestavijo iz
monomerov s Sibkimi interakcijami

* Prepletanje verig poveca stevilo vezi med
monomeri, kar prepreci spontano lomljenje
vlaken (omogoci rast dolgih vlaken)

Growmg

+ end

Mostowi PLOS Path 2014

(+)-end

a-tubulin

(—)-end

Actin filament assembly

G-actin

Activation

F-actin

Assembly
e ——

Filament

ADP bound
actin

I)isasscmblv
=enccmemte
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Proteini: polimerizacija amiloidoz

* Proteini lahko agregirajo v verige, Ce zaradi prestrukturiranja spremenijo
interakcijo z vodo (npr. obrnejo proti vodi hidrofobne aminokisline)

* Tipi¢en primer so amiloidni proteini, prioni itd.

* Lokalne strukture se spremenijo zaradi
* genetskih sprememb (nov drugacen protein)
* spremenjenega pH
e vezave liganda

e Zaradi spremenjene strukture se spremenijo

* energija interakcije z okolico

* energije notranjih interakcij
(npr. Stevilo vodikovih vezi in nabojev)
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Proteini in RNA: sestavljanje virusnih ovojnic

* Virusne ovojnice se sestavljajo zaradi
* minimizacije interakcije med proteini, ki gradijo ovojnice, in
 elektrostatske interakcije med negativno nabito RNA ter pozitivho nabitimi proteini, ki

omogoca kondenzacijo RNA (ta bi bila sicer v raztopini razpotegnjena po veliko ve¢jem
prostoru)

Elektrostatski privlak med
ovojnico in RNA, ki omogoca
tako gosto pakiranje slednje,
bi lahko “opisali” s tlakom
1000 bar

H Wang e G. Stubbs

Vanderbilt University 1994 TO baCCO m Osai C Vi ru S
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Proteini in RNA: fazna separacija v celici

In vitro

* MeSanica olja in vode tvori dve fazi

« Podobno lahko polimeri (intrinziéno neurejeni P
proteini, RNA) agregirajo v “organele brez membrane” A
° granule 7 'j"’ ‘f' Immiscible
* jedrca L
v . v ‘v . . :7« Surface tensions
* Mesanice vec razlicnih kompleksnih molekul lahko (REZ A K|~ °fine core-shl
tvorijo vec kot dve fazi hkrati! Mgﬁph,atse*-..._‘_,;-,;’ V. o A KON
rople - .~
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Nanodelci: agregacija

* Nanodelci agregirajo zaradi Van der Waalsovega privlaka, ki ne more biti
nevtraliziran z
* undulacijskimi odbojnimi silami kot pri membranskih vesiklih ali z
* Coulombovimi odbojnimi interakcije zaradi nabojev med enako nabitimi delci

* S spreminjanjem pH lahko protoniramo
ali disociiramo elektronske defekte ali
organske funkcionalne skupine na
povrsini nanodelcev in preko
elektrostatskega odboja stabiliziramo
disperzijo nanodelcev

Agregat nanodelcev iz urbanega okolja.
Falini, Department of Chemistry "G. Ciamician”, University of Bologna
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Nanodelci: oplascenje s proteini

* Nanodelci v vodi radi agregirajo, torej ima njihova povrsina proti vodi previsoko
prosto energijo

* V bioloskih sistemih obstaja mnogo razlicnih molekul, ki lahko z (reverzibilno,
torej Sibko) vezavo zmanjsajo prosto energijo take povrsine

* Vezava (ponavadi) plazemskih proteinov poteka preko elektrostatskih, Van der
Waalsovih, koordinacijskih interakcij ali H-vezi

Pitek et al. (2012) Transferrin Coated Nanopatrticles: Study of !

the Bionano Interface in Human Plasma.
PL0S ONE 7(7): e40685. A
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Nanodelci: oplascenje z lipidno membrano

* Nanodelci lahko spreminjajo hidrofobno interakcijo, ki je odgovorna za nastanek
lipidnih dvoslojev, zaradi Cesar se lahko membrana v stiku z nekaterimi nanodelci
prestrukturira ali celo razgradi

accum\ation

Garvas, dokt.disertacija 2014

Zhang et al. Materials 2014, 7(5), 3855-3866
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Bionanotehnologija: samoorganizirane plasti

a9 -
— —

(A Chemical-linker layer

biosenzorji za izredno Bui
obdutljivo detekcijo i okt ce v o

——— ¢

b Membrane receptors Q\ /‘? @—— Biotin-PE

‘\_/’Z 2 oot Poo '
Lipid blayer = mmm:Loomooooo
fr: ) l

VEOCOO0OCOOOCO000
3 ¢ ™~ Neutravidin ——

%

molekularni lovilci N Biotn V0

......

4
Amphipathic R LN RN (TR BN
polymer cushicn { I \i, GO R LR N ‘l

'\ '\4_ ) SE—

molekularni ojacevalci

Nature Reviews | Drug Discovery
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Bionanotehnologija: proteinski origami

* Primer bionanotehnoloskega projektiranja 12-segmentnega polipeptida, kjer
struktura segmentov spodbuja tvoribo helix-helix antiparalelnih dimerov, ki se
zato lahko zvijejo le v tetraeder

Designed or natural Topologically Designed Asymmetric
coiled-coil-forming designed building self-assembled
peptides - toolbox building block block nanostructure

LA
(R}
l
i

heterodimers homodimers « >

GradiSar et al.
J Nanobiotechnology. 2014; 12: 4.
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Proteinski agregati:
Proteini v virusnih plascih ali
pri amiloidozah

Skupki lipidnih vesiklov:
Zwitterionski fosfolipidi,
disociirani fosfolipidi,
disociirani glikosfingolipidi

Pufer:
: fosfatni in nitratni anioni,
: kalijevi in natrijevi kationi

Agregati nanodelcev:
ogljikovi, titanatni,...
disociirane hidroksilne
skupine na povrsini
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Hidrofobna “interakcija” sestavi

Trganje strukture vode zaradi lipofilnih delov lipidov
in proteinov povzroCi samosestavljanje
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lonske in dipolne interakcije prestrukturirajo

Odboj ali privlak
med disociiranimi
lipidnimi glavami

Odboj ali privlak med
nabitimi aminokislinami
(Glu/Asp, Lys/Arg)

Odboj med disociiranimi I ‘
hidroksilnimi skupinami

Urejanje vode okoli ionov I
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Van der Waalsove interakcije agregirajo

Privlak med lipidnimi
dvosloji

Privlak med proteini
v plascu

I Privlak med nanodelci I I Privlak med lipidnimi repi I
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Vodikove vezi stabilizirajo

Vodikove vezi povezujejo
—1 sfingozin in holesterol ter
sladkorne enote v glikolipidih

Vodikove vezi v proteinih
stabilizirajo vijacnice ali liste

Pyl -y
_p:uu-.l—:'ll_::

Vodikove vezi
strukturirajo vodo
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loni v raztopini sencijo interakcije dolgega dosega

Spremeni se razmerje dosega in posredno mogi
lonskih in van der Waalsovih interakcij
- agregati lahko razpadejo ali pa Se hitreje nastajajo
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Fluktuacijske sile razmikajo
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Zaradi undulacije lipidnih
dvoslojev se membrane
razmikajo




