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Emlékezteto: vezikularis transzport
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A gorbiilet kialakulasanak mechanizmusai
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BAR domént tartalmazo fehérjék I
(Bin, Amphiphysin and Rvs)
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Amfipatikus hélixek membranba agyazddasa
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Membran osszetétel és gorbiilet egytittes
érzékelése (,,coincidence detection)

Sorting Nexin-1 BAR domain
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Membranfelismerés
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Részecskés rendszerek meérettartomanyai
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Meéretmeghatarozasi modszerek
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Meéretmeghatarozasi modszerek - centrifuga
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Meéretmeghatarozasi modszerek -
ionkromatografia
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Ioncserés kromatografia: fehérjék elvalasztasa, kolesonhatasok
szabalyozasa pH-val, ionerdsséggel — tobbféle komponens elvalasztasara

14



Méretmeghatarozasi modszerek — affin
kromatografia

Binding Releasing

Free affinity
o ligands v
Target molecule

Affinity probe
(ligand)

Specifikus kolcsonhatason alapszik, cél altalaban egy adott komponens
(pl. fehérje elvalasztasa)
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Méretmeghatarozasi modszerek — affin
kromatografia

Tipikus ligandumok
TABLE 6.1 Affinity Chromatography Probe Ligands
Probe Ligand Target Molecule
Lectin proteins (e.g., concanavalin A) Specific carbohydrate (sugar) molecules
Sugar Lectin proteins
Metal ions (cobalt, nickel, copper, zinc, iron) Proteins with exterior His amino acids
Amino acids Any molecule (protein, RNA) that binds the amino acid
Avidin (a protein) Any molecule with biotin (a protein) attached
Nucleic acid (ss) Complementary strand, DNA-binding proteins
Any enzyme The enzyme’s substrate, cofactor molecules
Heparin (anticoagulant) Coagulation factors

LT

b = =10"Mto 107" M
[LT]

Az eltavolitashoz legalabb 0,1 M-ra kell novelni a disszociacios egyensulyi
allando6t (ha nem sikeriil, akkor is eltavolithat6 a célmolekula, id6 és oldoszer
kérdése...)

Kompetitiv k6t6dés (szabad hisztamin hozziadés) 16



Meéretmeghatarozasi modszerek — elektroforézis I

++++ ++

Toltéssel rendelkezo részecske elektromos tér nélkiil (a) és elektromos térben (b)

Az elektroforetikus sebességet a részecske toltéssiirtisége, a tér és a surlodasi
egyutthato (viszkozitas) hatarozza meg, gomb alaka részecskékre (Stokes):
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S 500} X5
= 3y hatarozni elektroforetikus mobilitas mérésével
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Meéretmeghatarozasi modszerek — elektroforézis
I1

Steady-state elektroforézis: szemipermeabilis membranon keresztiil végzett
elektroforézis, a koncentraciogradiens hatasara anyagaram indul, mely stacionaris
allapotot eredményez
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A gradiensbd6l a DNS-molekula toltésstirtisége becsiilhet6
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Meéretmeghatarozasi modszerek — SDS
gélelektroforézis I1

o o o o
.coli .coli .th. th.
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S -
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Méretmeghatarozasi modszerek — IEF
(izoelektromos fokuszalas)

Precizen beallitott pH-gradiensen bocsatjak at a fehérjét, a nett6 pozitiv és nett6d
negativ toltés kozott egy pH értéken semlegessé valik, ekkor mobilitasa o
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Kétdimenzids elektroforézis

SDS PAGE segitségével méret szerinti, IEF segitségével toltés pl szerinti elvalasztas
(egymasra merodleges irdnyokban)
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Absorbance

24 nm
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Kapillaris elektroforézis
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Szorasi technikak

Incident

Radiation
Scattered
C Radiation
qg= i sin(g\
A 2)
Tipikus
hullamhossz Valés felbontas
Meérési modszer (nm) (nm) Kontraszt
Kisszogli rontgenszoras (SAXS) 0,15 1-700 Elektronstirtiség
Neutronszorashossz-
Kisszog6 neutronszoras (SANS) 0,4 1-200 stirtiség
Fényszoras 450 50-2000 Torésmutatd
Nagyszogii rontgenszoras (WAXS) 0,15 0,1-1 Elektronstirtiség
Neutronszorashossz-
Nagyszog neutronszoras (WANS) 0,4 0,1-1 stirtiség

Elektronszoras 0,0037 1-1000 Elektronstirtiség
43112



Fényszoras

laser

P: pinhole szabalyozhat6 rés)

S: slit (rés)

BS: beam stop (transzmittalt fény gytijtése)

Py L4 P2

\\ /
\.\ / P4
N

detector

« A fény és az anyag (elektronfelhd) kolcsonhatasan alapul
» Feltétele az elektronfelhé polarizalhat6saga, aranyos a dn/dc
(torésmutatd koncentraciofiiggése) hanyadossal

A mintaval szemben tamasztott alapkovetelmények:
» Az oldoszer és anyag torésmutatéja kiillonbozo6 legyen
» A minta elnyelése a 1ézer hullAmhosszan kicsi legyen

24



Intenzitas Intenzitas

Intenzitas

A dinamikus fényszoras elvi alapjai I
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—
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Korrelacios id6 (1)

o

Korrelacios id6 (1) 25



Intenzitas

Intenzitas

A dinamikus fényszoras elvi alapjai 11

Nagy részecskék

AN
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Kis részecskék
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Kvazi-elasztikus fényszoras
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Szelektivitas novelése: fluoreszcencia alapok
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400-760 nm (lathato, VIS)
7 L, 760-1400 nm IR-A (kozel)
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atmenet SR (tavol) So S1 T1




A gerjesztett molekula energiaja

Teljes Jablonski-diagram

. {  vibraciés kaszkad (hé) Ef
T e » belso konverzio6 (ho)
J <« -+ szinglet « triplet atalakulas
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T
(s

7z
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Fluoreszcencia intenzitas korrelacios
spektroszkopia I

Excitation
" volume
oqoooo °, ooooo ogooooo °|
b %° o806 o° o Fluorescently
o O of.
o 20 & oo 00 O °-¢;-lfi’,§“'a° tagged
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°co ©0)\ 0% ° ?, °6%
Fluorescent Alexa Fluor 405 dye dashboard
incoherent Correlator G
Coherent radiation el briahinese ]
radiation —» —> al brigniness

'l
Photostability in buffer -

2%
Photostability in antifade ----

A vizsgaland6 biomolekula
fluoreszcens jelolését kovetGen a

dinamika kovethetd -
(membrénkOtédéS/Szabad Performance in SRM ----

molekulak azonositasa)



Fluoreszcencia intenzitas korrelacios
spektroszkopia I1

|
Measurement jwwf%\wwﬂ%
—_——
i

1 5 ‘ ] '
0 5 ! 1B 15
t(s)
G
i 1.20 \~\\ Autocorrelation
1.15-
1.101 ity (BF@SF( 4 1)
T ' W= T Foy
1.054 w
—1 1 .00 T l\l T | 1 ' ]
102102 10" 10° 10" 102 10° 104
Kétfoton-gerjesztés a fokusz javitasara t(ms)

Intenzitas-fluktuacio két okbodl kovetkezhet be:
- Fluoreszcens molekulak diffziéja (elmozdulas)
- Fluoreszcencia valtozasa (pl. reakcio)



Nyugalmi 1do, difftizios tényezo

G(r) = — T :
V1ii+ ] + (i)_ r
G Tan ! Ty
1.204> Autocorrelation
\A,\w\\
1.15- N v )
{10- \ N
- . 40D
1.05- av
s
100 T T *r ] - T ] }
10-% 102 10" 10° 10' 102 10° 10* Planaris diffzié (membranok):

t(ms)

1 | ok
(7 =

Tipikus diffazios id6tartomanyok:
- 3%10°% cm2/s Szabad festékmolekulak vizes kozegben
- 107'° cm2/s Membranreceptor (photobleaching!)



Korrelacios fuggvény, mozgasformak

WBF(1)dF(1 4+ 1))

GEF[T] =

(F(2))

1-3dimensional difision
2-2dimensional difision
3-acte tansport

4-anomalous difision

0.8+
0.7
0.6:
0.5:
0.4

0.34

dimalised aubcorrelaton fincton

1
002 -

0.1 -

0.04

Time (ms)

Autokorrelacios fliggvény értelmezése: tartézkodasi id6 a fokuszpontban



Méret — korrelacios idotartomanyok, tobb
komponenstli rendszerek

lipid analogue (dil)

s (A”BN©)

.‘ ) .: :";‘ / e
E _
cytoplasm o % %
- - ..
_ - t.
T PR TS S P i ey,
1E-3 0.01 0.1 1 10

T/ ms




Keresztkorrelacio — kolesonhatasok vizsgalata
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Minta

hcident

ligt

Fluoreszcencia depolarizacio elve

Tax<i e Teor > 100 NS
I -1
z A= —  Anizotropia
H f|| + 271 p
I —1, Polarizacio
9 !II

% y 3cos?¢ —1

¢ / I 7 cos2z+3  Teljesen merev molekulékra

Dekcbr s . R .
(forgéas jellemzd ideje > 100 ns)

3cos? ¢ —1

0=

5



p =

Meérési modszerek: steady-state

3

I + 1{](1 + TF;KTL‘ur)(3 cos? g - 1]_1

3cos? ¢ — 1

= 501+ 15/ Teor)

60 p—

Teor (US)

40 |-

20 —

0 1 l 1 l 1 I 1
0.00 0.02 0.04 0.06

n/T (P K1)

erythrosine-BSA komplex relaxacios
idejének meghatarozasa
(extrapolacio zérora)



Gyors dinamika vizsgalata (fluoreszcencia
depolarizacio)

Rapld rotation GlycoWord|

x @J\“"‘

Ligand labeled with a fluorescent molecule

Light is
depolarized

Polarized light

3 b 4
Slow rotatlcy i

(0 o

Light remains

L J polarized

Receptor molecule

Pikoszekundumos 1ézergerjesztést kovet6en polarizaciéo mérése
Lassan mozg0, merev ligandum esetén polarizalt fényt kapunk -
receptorkotddésre lehet kovetkeztetni



Meérési modszerek: anizotropia lecsengés

. (a)
_ /N
=3 [ \pralel
7)) | N
. , , 7 'uc'} ll \\\
Gomb alaku részecskékre: 29 1 N
\
= 1
Q@ |
a 17
o
o
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2 A

A(t) = (2/5)e !/t

Ellipszoid alaku részecskékre:

Y
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Globularis fehérjék jellemzése

A M ,
I _ Vi Tor = —— x 10725

T 60 kT 2.55

Tl: or

100

1 10 100 1000

Molecular mass (Pa)

Az eltérés a gombtdl eltéré molekulaalakbol adodik



Anisotopy

Nagy molekulatomegtli fehérjék vizsgalata

0.08
0.30
0.25
0.06
0.20
0.15 T 0.04
0.10
0.05 0.02
0.00
Ll L1l L 1ariul Ll L1l [ AT
0.00
3 A 5 6 7 8
10 10 y I10| 'gtm 10 10 0 20 40 60 80 100
Clecular & :
Time (us)

Nagy molekulatomeg esetén jelent6s forgas nem kovetkezik be a fluoreszcens
élettartam alatt - nagyobb élettartamu probamolekula sziikséges (fém
komplexek), foszforencia lecsengéssel is elérhet6 a mikro-s tartomany



Kolcsonhatasok, degradacio vizsgalata

Enzimatikus bontas

Tetramer fehérje . .
(tripszin-kazein)

képzbdése
\ (véralvadas)

0.07 1

0.06 1
g 5 * . ':. %
E UO 1 - rA?_ rlul.. —
- 1 - -
E 0.04 - - ﬁ
2 0.031 * 2
= . TA o
< 0.024+ . . E

00171 . * ?DI||,,|,...|....I||||I|||||:-,_

0 —— 0 10 20 30 40 50

0 05 1 15 2 25 3

Time {min)
logA ,or rA’, concentaton (nM)

Anizotropia (polarizacio) kovetésével a komplexképzés/molekulaméret
valtozasa érzékenyen kovethetd



Dinamika vizes kozegben

Reynolds szam, Re = pvd/n
egy baktériumra (d = 104 cm, v = 0,002 cm/s) Re =105
egy halra (d = 10 cm, v = 100 cm/s) Re = 105
egy balnara (d = 10 m, v = 30 km/h) Re = 108

A tehetetlenség (,inertia”) mértékét adja meg.

— =\ /”i:‘“;::_:
:\;‘\ﬂ“:_:—_:jé_:
Tokéletes csuszas (slip), Tokéletes tapadas (stick),
I;Sé Fglcl)lekulatomeg Esi}é Irlnolekulatomeg Stacioner allapotban:
SflI‘l()déS, F = HV = _Fkﬁ156
S =4mrnRo f =6mn,R,

®=0 0 = 8mnyV



Gomb alaku részecskéktol a tetszbleges alakig —
ekvivalens atmeéro

G V. (8 %

YR
’vl'ffﬁ & ‘vL=f~ L'% 'v’j'

Hemerythrin HemogIobn Leucine-binding Galactose-binding

. Lipid Bilayer
2 Protein Protein  » rabinose-binding
;i , ‘ Protein
» ) g‘i ‘ Q{.
- St AN
Myoglobin Leghemoglobin  Erythrocruorin Troponin ¢ E Transfer RNA

Calcium-binding Calcium-bindin
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Modellezés:

- Egyenld sugarta gombok

- Nem egyenld sugart gombok
- Lemezkék



Osszetett alak kozelitése gombmodellel

Resolution No of Plane of view
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A kettOstorés alapjai
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Sziikséges feltételek:
« Torésmutatd (polarizalhat6sag) kiilonbség
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Relaxacios folyamatok
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Rotacios relaxacio

Makromolekula (1/s)
Gramicidin (dimer) 60000000
Lizozim 16700000
DNS fragmens (104 bazispar) 172000
Tobacco mozaik virus 330
Teljes DNS 0,41




Elektromos kettostorés 1

Dipolusmomentum (allandé vagy indukalt)

e /).:,@ : Elektromos térben transzlacio nem, de rotacio
o~ ) indukalodik, a forgatonyomaték miatt
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Elektromos kettOstorés 11
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Nyirasi kettOstores
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Frekvenciafiiggd
mérésekbol a molekula
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Nyirasi kettOstores




