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Mi mekkora?

“Plenty of Room at the Bottom”

" The principles of physics, as far as | can see, do
not speak against the possibility of maneuvering
things atom by atom. It is not an attempt to
violate any laws; it is something, in principle, that
can be done; but in practice, it has not been done
because we are too big."

Richard Feynman, 1959

Hullam részecske kettésség

Louis De Broglie: A =h/p

fluorofullerén tetrafenilporfirin C44H30N4

CeoFas
1632 Da

L Hackermuller, S Uttenthaler, K Hornberger, E Reiger, B Brezger,
AZeilinger, MArndt;  Phys. Rev. Lett. 91 (2003) 90408
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Hullam részecske kettésség
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Scanning Tunneling Microscope (STM) kép

Nanotechnolégia

Nanotechnolégia: Az 1 nm - 100 nm
mérettartomanyba esé  anyagok
(részecskek) létrehozasa és
felhasznalasa.

Nanobiotechnolégia: a nanotechnoldgia
alkalmazasa a biologiai
alapkutatasban, diagnosztikaban és
gyogyitasban.

A nanotechnoldgia elnevezés Norio Taniguchi
nevéhez kothet6 (1974).

A nanotechnoldgia két
megkozelitésmabdija

Eletfolyamatok - nanotechnolégia

Top-down: Egy makroszkopikus  darabbdl
kiindulva jutunk el a mikroszkopikus
méretig a folésleges részek
eltavolitasaval (pl. nanoporusok
készitése aluminiumoxidban

elektrokémiai maratassal.)
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A nanotechnolégia két
megkozelitésmodija

Bottom up: Atomonként vagy molekulanként a
részekbdl rakjuk 6ssze a nanoeszkozt
(pl. DNS molekulak 0Onszervezdédése
Jfutballlabdakka”).

Természetes nanostrukturak
S-layer fehérjébol (TEM felvétel)

Nanostrukturak litografiaja
S-layer fehérjével

Gyogyszerszallité nanocsovek
tubulinbdl és lipidekbdl
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HSA nanocsovek

Human Szérum Albuminbdl (HSA) nanoporozus

polikarbonat membranon ndvesztett
nanocsovek. a

F,-ATPaz altal hajtott nikkel propeller

Fénnyel miikodtetett usz6 szerkezet
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Biopolimerek
egy polimerben 1évé hanyfajta
reakcid | ty225°C-on | t12100°C-on| kotések tipikus szama monomer
DNS 140 000 év 22 év 3-10° (human DNS) 4
hidrolizis
RNS 4 év 9 nap néhany tucat (tRNS) 4
hidrolizis
fehérje 400 év 5.5 hét néhany szaz 20
hidrolizis
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A fehérjéket felépité husz
standard aminosav

A peptidkotés

OO (‘700
HN—C—H  HN—C—
CH, CH,

Amino acid (1) H Amino acid (2) H

Dipeptide

Fehérjék szerepe €él6 rendszerekben

- kémiai katalizis

- transzport

- energia atalakitas és tarolas

- koordinalt mozgas

- mechanikai vaz

- immunvalasz

- molekularis felismerés

- informacidé tovabbitas

- génregulacio

- nbvekedés és differencialédas

Fehérjék szerkezetének kialakulasa
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Szerkezet és miikodés kapcsolata

Rontgen krisztallografias szerkezetmegallapitas

A molekularis szinttél az 6koszisztémaig a biolégiai rendszerek
szerkezete és miikddése kdzott nagyon szoros kapcsolat van.

Hartmut Michel, Johann Deisenhofer, Robert Huber
1982 — szerkezet meghatarozas
1988 — Nobel dij

NMR szerkezetmegallapitas

A nativ szerkezetet stabilizalo kolcsonhatasok

Az Src fehérje 64 aminosavbdl allé
SH3 doménjének NMR szerkezete

Rovid tavu taszitas

Van der Waals kdlcsénhatas
Elektrosztatikus kdlcsdnhatas
Hidrogénkotés

Hidroféb kélcsénhatas

Diszulfidhidak
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Rovid tavu taszitas

Az elektronpalyak taszitasa miatt kis
tavolsagokon erfs taszitas lép fel.

A tavolsag csdkkenésével gyorsan (~ 1/r'?) né a
kélcsénhatasbol szarmazo potencialis energia.

Meghatarozott sugard, kemény gémboknek
tekinthetjik az atomokat (Van der Waals-sugar).

Van der Waals kolcsonhatas

Barmely két atom k6z6tt hatnak, az indukalt
dipélmomentumok kélcsénhatasa miatt.

A kolcsdnhatasi energia tavolsagfiiggése: ~ 1/r8

Elektrosztatikus kolcsonhatas

A Coulomb-kélcsdnhatas enerqidianak tavolsagfiiggése:

Q s
E= _aL

4mey e T
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A relativ dielektromos allandé a fehérje
belsejében kb. 4, avizben kb.-80. '

o

Séhidak johetnek letre ionparok kdzétt (Lys, Arg és Glu, Asp).

Vizes k6zegben atdltések korott nagyméreti hidrat burok

A vizes fazisban 1évdé mobilis ionok erésen arnyékoljak a
t6ltéseket.

van.

Hidrogénkétés

Nagy elektronegativitasi atomhoz kapcsol6dé hidrogének
koz6tt jon létre, nagyrészt elektrosztatikus kolcsénhatas.

Electro-
negative
atoms
Hydrogen———¢

bond

2/15/17



Hidroféb kolcsonhatas

Ha apolaros molekulat vizbe tesziink, a viz az apolaros
molekulaval nem tud H-kétést képezni, ezért a viz az
apolaros molekula koérul erésen rendezédik. Ez nagy
entropiacsOkkenést eredményez. Az entrépiacsdkkenés
aranyos az apolaros molekula felszinével.

Ha a fehérje apolaros részei egymas mellé rendezédnek, a
viznek kitett apolaros felszin csékken, a fehérje-viz rendszer
entropiaja n6, a szabadentalpiaja csdkken. Ez a fehérje
kompakt szerkezetbe szervez6désének 6 hajtodereje

R
A hidroféb részek fenti egymasmellé

rendezdédési tendenciajat szoktak
hidroféb kdélcsénhatasnak nevezni.

Diszulfidhid

A nativ szerkezetet azaltal stabilizalja, hogy a kigombolyodott

AS=-2,1J/K-15RInn

ahol n a két ciszteint elvalaszté aminosavak szama.

Minél tavolabbi aminosavak vannak 6sszekapcsolva, annal
nagyobb az entropiavaltozas, és a stabilizalo hatas.

Anfinsen dogma

]
* 4

I L.

Unfolding Q L]
(urea + mercaptoethanol)
Refolding
.

& 1)
e 4
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Ribonukleaz A-val végzett kisérlet Christian B. Anfinsen

A 3D szerkezet kialakitasahoz sziikséges informacié a
fehérje szekvenciajaban van kédolva

A fehérje gombolyodasi probléma jelentésége

A molekularis biofizika egyik legérdekesebb kérdése.

A genetikai adatbazisokat el tudjuk olvasni, de nem értjik a
szavakat, a megértésikh6z a gombolyodasi probléma
megoldasa a kulcs.

Mintegy kéttucat konformacids betegség:

bizonyos kdnilmények k6z6tt rosszul gombolyodott fehérjék
aggregalddnak és u.n. amiloid plak kokat képeznek (pl.
Creutzfeld-Jakob kor, Alzheimer-kér, Parkinson-kér)
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In vitro és in vivo gombolyodas 6sszehasonlitisa

in vitro in vivo

mRNA

kigombolyitott
fehérje
Ribosome’ Nascent
polypeptide
kulonbségek:
- az egész szekvencia
kész van / szintézis
kdzben gombolyodik
A\ (ko-transzlacios A\
gombolyodas)
C . - a sejtbeli kdrnyezet C .
L,zsufolt”
felgombolyodott felgombolyodott
fehérje fehérje

7 er

Ko-transzlaciés gombolyodas

in vivo

mRNA

Az épp szintetizal6do fehérje C
terminalisanak 20-30 aminosavja a
riboszémaban van elrejtve, a Ribosome Nascent
gombolyodasban még nem vesz részt. polpeptide

vége elkezd gombolyodni (masodlagos,
harmadlagos szerkezeti elemek kialakulasa,
folding domének gombolyodasa) még a A
szintézis teljes befejezése elbtt.

C

Az épp szintetizalodo fehérje el6bukkano N 1

felgombolyodott
fehérje

Molekularis zstfoltsag

in vitro E. coli citoszol
<0.1 mg/ml ~340 mg/ml B
8
100 nm

riboszéma

chaperon mas
nukleinsavak makromolekulak

In vitro kisérletekben

- hianyozhatnak kapcsol6do partner molekulak

- hianyozhatnak poszttranszlacids valtoztatasok

- nagyon mas lehet a fiziko-kémiai kdrnyezet, mint a sejtben

Molekularis zstifoltsag hatasa

Molekularis zsufoltsag: a térfogat (citoplazma) jelentés részét
nem viz tolti ki, hanem mas molekulak.

- disszociacios konstansok lecsdkkennek

- megnovekszik a fehérje-fehérje kapcsolodas sebessége

- a denaturalt vagy részlegesen denaturalt fehérjék
asszociacidja meggyorsul.
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GroEL/ES chaperon szerkezete és miikodési ciklusa

A fehérje diszulfid izomeraz miikodése

:Grois) is ring
ap | ae
FY
trans ring
’ oo ) (o 180°
7 Aoe
- . 2 -
Betterfolded protein

e

human protein diszulfid )
izomeraz szerkezete

Prolin cisz-transz izomerizacio

A fehérje sorsa az eukariota sejtben

A cisz és transz prolinhoz tartozé allapotokat elvalaszto

aktivaciés gat miatt a cisz prolin jelenléte a nativ szerkezetben:

- gyorsitja a kezdeti gyors gombolyodasi Iépéseket
- lassitja a nativ szerkezet kialakulasanak végsé lépéseit.

PPlase (peptidyl-prolyl isomerase) katalizalja az izomerizaciot.

PPlase
e——
N, —

CItOSZOl .o fehérje szintézis, gombolyodas
extracellularis tér .... ....felgombolyodott fehérje export
mitokondrium ....... .limitalt fehérje szintézis

kloroplasztisz ...........cccoeueeeennnenn. limitalt fehérje szintézis
endoplazmatikus retikulum.......... kigombolyodott fehérje
import

PEroXiSZOMA ......evvveririeeiiiieaeeins felgombolyodott fehérje import
SejtMag ...oocvvveeiieiiee felgombolyodott fehérje import
liZoszOma.......ccceeiiiiiiiiiiic kigombolyodott fehérje import
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Idealis véletlen lanc

Az idealis véletlen lanc olyan modellje a polimereknek,
amelyikben a lancszemek tetszélegesen foroghatnak
egymashoz képest, és a monomer egységek kdzott minden
kélcsdnhatast elhanyagolunk.

L=N-I;
N darab 1 hosszu monomerbél all a lanc
L a lanc dsszes hossza

<R>=L-1

RS =12N/6

Levinthal paradoxona

Cyrus Levinthal

Vizsgaljuk egy 151 aminosavbdl all6 fehérje gombolyodasat.
Tegytk fel, hogy mind a 150 kétés orientacidja csak két értéket
vehet fel, és hogy a kétések atfordulasanak ideje

10"3s. Ha a fehérje véletlen bolyongassal keresné a nativ
szerkezetét, 2'50*1013s= 4,6 -102%yv alatt talalna meg (A Féld
kialakulasa 6ta eltelt id&: 4,6 -10%v).

A fehérje fazistere tul nagy ahhoz, hogy a fehérje véletlen
bolyongassal talaljon ra az aktiv szerkezetre

Kinetikus ttvonalak, intermedier allapotok

Minden fehérjére létezik egy szerkezet amelyik a legstabilabb.

A fehérje képes ezt az allapotot megtalalni egy kinetikus
intermedier allapotokbdl kirajzolédé utvonalat kdvetve.

Az intermedier allapotokban térténé csapdazodas elkerilését
in vivo fehérje diszulfid izomerazok, peptidil prolil izomerazok
és chaperonok segitik.

Energia felszin modellek (ij szemlélet)

allapot szabadentalpiaajat (Gibbs féle szabadenergia).

Allandé hémérsékleten és nyomason a rendszer az
alacsonyabb szabadentalpia felé fog tartani.

A fehérje nem bolyongja be az egész fazisteret, hanem a
kigombolyodott allapotbdl kiindulva egyre kisebb energiak felé
tart.

2/15/17
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Simafala tolcsér

A tdlcsér pereme a
kitekert allapotokat
jelenti, amelyekbdl
kiindulva a rendszer
a legalacsonyabb
energiaju nativ
allapot felé igyekszik.

Godros tolcsér

A kitekert allapotbdl a nativ
allapot felé igyekvé fehérje a
godrokben ideiglenesen
csapdaba tud esni.

Ez folding intermedier allapotok
felhalmozdédasahoz vezet.

A régi és az uj szemlélet 6sszehasonlitasa

Levinthal paradoxonanak energiafelszin

jol elkiilonitheté allapotok allapotok sokasaga

klasszikus reakcidkinetika spintivegekre kidolgozott
alkalmazasa fehérjékre statisztikus fizika
alkalmazasa fehérjékre

megfogalmazaisa

A kitekert allapotok k6z6tt nincs
energiakilonbség, a felszin
nem vezeti a molekulakat a
nativ szerkezet felé.

A nativ szerkezet kialakulasa
csak a hatalmas fazistér
véletlen bebarangolasaval
talalhatdé meg.

—
e\
~ &)
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Atlagolas a kevésbé fontos koordinatak szerint

Rendezettség kialakulasa a gombolyodas soran

Free Energy

85— &8

Unfolded Folded

ENTROPY

1

MOLTEN
GLOBULE
| STATES

TRANSITION REGION

ENERGY GAP.

DISCRETE FOLDING
INTERMEDIATES

NATIVE STRUCTURE

Olvadt gombéc allapotok

Destabilizalas hatisa az energiafelszinre

Oleg Ptitsyn megjosolta egy koztes allapot létezését amely:

- kompakt, globularis

- nativ szer(i masodlagos szerkezete van

- nemspecifikus hidrofob kdlcsénhatasok stabilizaljak
- hasonlit a nativ szerkezethez

- nincs merev harmadlagos szerkezete

Mechanikai hizéeré hatasa

energy

2/15/17
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Lizozim gombolyodasanak energiafelszin leirasa

{ @ Unfclded state
Lrh d

Native state

Egy kis fehérje gombolyodasa tobb parhuzamos uton

hélix kialakulas és
kollapszus tébb
parhuzamos uton

tovabbi kollapszus és
hélix kialakulas

os L
0 17 3552 67 87 100

% helix £ “diffuzio és utkozés”

N N tipust mechanizmus

A nativ szerkezet hatasa a gombolyodas kinetikajara

a Py b © Low contact order

1
src SH3 |
domain pecin o 2000000
‘« %
~) “
; ngn ccr\tacl order

!

log (ki)

ADAh2 e bioizTiTiTeR 2
"”"spha"‘“ &oo* »0- Contact order (%)

A kisebb kontaktus rend( szerkezetek gyorsabban
gombolyodnak, mint a magasabb kontaktus rendiiek.
A korrelacioé a nativ kontaktusok atlagos tavolsaga és
gombolyodas sebessége kdzott 6 nagysagrenden
keresztil fennall.

A tranziens allapot vizsgalata @ érték analizissel

State1 (early) State 2 (late)

Wild-type:

Interaction —
builds up in

the course

of the folding

reaction

Mutant: —_—
Interaction

is deleted
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A tranziens allapot vizsgalata @ érték analizissel

P =— Mutant (mt)
! 1
[l AAG#_U v
1
e Wild-type (wt)
Transition \
state (#) \

Unfolded

state (U)
AAGE
o ALG,, F-u
*TAAG,
Folded
state (F)

Unfolded population

Kisérlet és elmélet: BBAS minifehérje folding
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L AERNE o imed)
Y

Ensemble fraction

Py (Folded),, (Folded) 5«

0 4 8 12 16 20

Time (ns)

]
1.0
[
Population equilibration 8 05
05 Temperature jump ; —O— BBA temperature jump relaxation
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2 Instrument response function
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Kisérlet és elmélet: PGK folding
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Az exponencialis komponens sorszama

Kisérlet és elmélet: PGK folding

1
8

°
!
=

amplitddo (rel. egys.*s)
o
2
L

~0.001

a,

iddallandd (s)
°
1
et

Tn
o
2
L

C]

T T T T 1

2 3 4
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