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Difusion en algunos procesos bioldgicos




El transporte difusivo de sustancias cumple un rol relevante en muchos

procesos biologicos.
Por ejemplo, en las senales intra e inter celulares de calcio.
jemp

El calcio es un mensajero universal que participa de muchisimos
procesos distintos. Esta en muy baja concentracion libre en el citosol.
Cuando 1ngresa a traves de distintos canales induce respuestas muy
variadas. Ejemplos: :
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La difusion de distintas sustancias cumple un rol fundamental
para el establecimiento de estructuras espaciales (patrones o
patterns).

En embriogénesis hay sustancias (morfdogenos) que dictan
diferentes destinos a células indiferenciadas dependiendo de
su posicion en el embrion. El gradiente de morfdgenos es
determinante para la diferenciacion celular.

Un caso muy estudiado es el del
establecimiento del eje dorso-ventral
en embriones de la mosca droséfila
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Early steps of embryogenesis side by katja Nowick,
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La expresion secuencial de distintos conjuntos de genes establece el
“plan corporal” a lo largo del eje antero-posterior
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Durante el desarrollo del huevo, antes de ser fertilizado, hay una
distribucion no uniforme de ciertas moléculas de mRNA.

El gen materno, bicoid, estad concentrado en el extremo “"anterior". La
proteina cuya produccion codifica también muestra una distribucion no
uniforme (un gradiente) en el embrion.

El gradiente de Bicoid se establece dentro de los 90 minutos transcurridos
desde la fertilizacion y permanece estable a lo largo de muchas divisiones.



Bicoid, por otro lado, es un factor de transcripcion (una proteina que
participa en la regulacion de la transcripcion del ADN), en particular,
promueve la transcripcion de otro gen materno, hunchback.
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Generacion del patron entero-posterior en Drosophila
Efecto de genes maternos
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Bicoid estimula la transcripcion de hunchback

Esta transcripcion depende de [Bed], 1.€., no
ocurre a igual ritmo en todos los puntos del
embrion

Estas diferencias en la transcripcion de Hb
como funcion de la posicion se traducen en
cambios en la expresion de otros genes “rio
abajo”. Esta cascada de eventos genera
diferencias espaciales tan precisas que nucleos
vecinos (separados por ~10nm) pasan a tener
niveles de expresion distinguibles para varios
genes y estos patrones son reproducibles entre
embriones.

DEVELOPMENTAL BIOLOGY, Seventh Edition, Rgure 9.12 {(Part 1) Sinauer Assocates Inc
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Molecular Biology of the Cell. 3rd edition.
Alberts B, Bray D, Lewis J, et al.

Sinopsis del desarrollo desde el
huevo hasta la mosca adulta.




El gradiente de |la Proteina Bicoid en el embrion temprano de Drosophila
es un componente fundamental de la diferenciacion subsiguiente
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Un modelo que puede explicar la formacion del gradiente es
supoher que Bcd es producido en el extremo anterior y luego
difunde y es degradado fuera de esa region.

En este modelo el coeficiente de difusion determina la longitud
caracteristica del gradiente y el tiempo que le lleva formarse.



Recordemos ecuacion de difusion y flujo difusivo

dc =
— DVZ?c 7= —DVe
> V*c ¥,

donde c es la concentracion de “los paseadores al azar” (de las particulas que
difunden)

En 3 dimensiones, c(r,t) d3r es el numero de particulas (que difunden) que estan en un
volumen diferencial, d3r , alrededor del punto, r, al tiempo t. La cantidad c es |la
concentracion de dichas particulas (numero de particulas por unidad de volumen).

En 1 dimension (el ejemplo del cano) donde ¢ solo depende de la coordenada x y del
tiempo, t, podemos considerar que c(x,t) es tambien numero de particulas por unidad de
volumen o que representa una densidad lineal (numero de particulas por unidad de

longitud).
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j (x,t) A= numero de particulas que atraviesan el area, A, por unidad de tiempo, en la
posicion x al tiempo t.

[J A]l=7

] =

Modelo SDD para distribucion de Bicoid en el embrion de mosca.

Pensemos el embrion como un cilindro y a la produccion de Bicoid como algo que lo
mete con un flujo, |, desde el extremo izquierdo
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Como modelar la degradacion

Supongamos que solo hay degradacion y que comparamos el numero de particulas que
hay en el pequeno volumen que va entre x y x+dx al tiempo t y al tiempo t + dt

A dx c(x , t + dt) = numero de particulas en el pequefio volumen al tiempo t + dt
A dx c(x , t) = numero de particulas en el pequefio volumen al tiempo t

Adxc(x,t+dt)-Adxc(x,t)=-numero de particulas en el pequeno volumen que se
degradaron entre t y t +dt

Durante el intervalo, dt, el numero de particulas que se degradan en ese volumen es
proporcional a dt y al numero de particulas que habia alli.

Adxc(x,t+dt)-Adxc(x,t)=-aAdxc(x,t)dt
(c(x,t+dt)-c(x,t))/dt=-ac(x,t)=dc/dt

Si las particulas también difunden, sumamos esta variacion a la difusion, de modo que
la ecuacion queda:
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ecuacion sujeta a la condicion de borde: J = _D% —0



En el pizarron vimos que la solucion estacionaria de la ecuacion:
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O sea, la longitud caracteristica del gradiente (estacionario) D 1/2
de Bicoid esta determinada por su coeficiente de difusion (y [ — —
su tasa de degradacion) e

Les comento ahora una serie de estudios que se hicieron para determinar este
coeficiente y entender como se establece el gradiente de Bicoid (parte de).



Utilizando embriones que expresan Bcd-GFP Gregor et al
determinaron que el gradiente de bicoid se establece durante
los 90 minutos posteriores a la fertilizacidn y se mantiene
estable a lo largo de las sucesivas divisiones nucleares.

Embridon que expresa Bcd-GFP. (A) Ciclo nuclear 12 a 30 um (top), 60
um (medio), y 90 um (bottom) de la superficie. (Barra 100 um) (B)
Cada foto corresponde a un instante durante las interfases 9 a 14. (C)
Las imagenes empiezan 20 £ 15 min after después de poner el

huevo. (Gregor et al, Cell 2007)
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El coeficiente de difusion determina
también cudn rdpidamente se
establece el gradiente (no solo la

longitud caracteristica de = g Jo
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Concentraciones aparentes en los

nucleos visibles (L=largo del huevo).
Dos métodos muy utilizados: FRAP (Recuperacion de la
fluorescencia tras fotoblanqueado) y FCS (Espectroscopia por
correlacion de fluorescencia). Ambos fueron usados para

estimar la difusion del producto de bicoid.




El otro dia hablamos de Fluorescence Recovery after
Photobleaching (FRAP)

The 3 stages of FRAP

Lase Leecm Eleaching of probe by Recovery ol Nuorescence
spot positicn intense laser illumination by lateral ciffusion

Se expresa una version fluorescente de

la proteina de interes, se fotoblanquea ® o
una region (se apaga la fluorescencia

alli). La fluorescencia en la region se e
recupera al entrar nuevas proteinas 4 ) R e
fluorescentes. A partir del tiempo de 1 L T
recuperacion se determina D. 1 I et

Time



Otro método

FCS — Espectroscopia por correlacion de
fluorescencia

FCS mide la correlacion de las fluctuaciones de fluorescencia dentro de un volumen
de deteccion del orden de 1 fl.
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FCS — difusion libre de particulas sin
Interactuar

Difusion libre de una especie
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V.Y w, son parametros geométricos del volumen de deteccidn, se determinan mediante
una calibracion.

En el caso de varias especies fluorescentes difundiendo la funcion de correlacién es la
suma de componentes de esta forma, tantas como especies.



Gregor et al, 2007, hicieron experimentos de FRAP para
determinar el coeficiente de difusion, D, del producto de bicoid.
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Curva de recuperacion. Da D = 0.27 + 0.07 ym2/s.

Este valor resulta demasiado pequeiio para explicar la

formacion del gradiente dentro de los 90 minutos posteriores a
la fertilizacion




Abu-Arish et al, 2010 hicieron experimento de FCS para
determinar el coeficiente de difusion, D, del producto de bicoid.
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Esgrimieron un problema técnico para explicar la diferencia con
FRAP (ellos también hicieron FRAP).
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Mas adelante vamos a ver una posible explicacion para esta (aparente)
discrepancia (en la que yo trabajé)

Volvamos a la solucion que encontramos para el modelo SDD

7 T
Ce = = ex — -
"7 (aD)i2 P ( (D/m)lﬂ)
Esta es una solucion estacionaria que se alcanza porque hay una inyeccion
permanente de moleculas (de paseadorxs) y una degradacion (un consumo).

Hay muchas otras situaciones en las que las soluciones estacionarias son de interes,
no solo cuando hay fuentes sino también sumideros.

Un caso particular interesante es el de suponer que hay una superficie que “absorbe™ a
los paseadores de modo que sobre los puntos de esa superficie podemos pensar que la
concentracion es igual a 0. Suponiendo que muy lejos de la superficie la concentracion
no varia debido a esa absorcion, es decir, permanece constante e igual a co, es posible
encontrar la solucion estacionaria para distintas geometrias.

Por ejemplo, supongamos una esfera absorbente de radio a. Si bien este es un
problema en 3 dimensiones, como tiene simetria esférica la solucion estacionaria solo
depende de la coordenada radial, r, y eso facilita las cuentas.

El laplaciano es: " d o de el equivalente en 3 ) 1 d [ de
\72(, — 7.,2 e dimensiones de hacer,enel V<“¢ = o A—
' r2 dr dr cafio de area transversal A: Adz d



Solucién estacionaria, cs, de  9¢ _ pv2. ©s tal que: sz(;s — ()

ot
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Determinamos la solucion fuera de la esfera absorbente (r = a) usando condiciones de

SCIEE cs(r=a) =10 cs(r — o0) = ¢

Esto fija las constantes Ay B de la cuenta anterior:

CS('r_)*OO):B:C(] Cs('r:a‘):— "+ B=——+4+¢cp=0 .AZC()(I.




Notacion del libro de Berg:

Solucion:  (r) = Co(l - E\. ~. ! .
f} \\7/1\}" c=c
a - ﬁ,/ \\\

Flujo: Jir) = = DCo . B T

Numero de moléculas (paseadoras) por unidad de tiempo que absorbe la esfera de
radio a (es igual al numero que llegan a esa esfera por unidad de tiempo, es decir, igual
al numero de encuentros entre paseadoras y esfera por unidad de tiempo):

I = 4rDal,.

Si en lugar de una esfera se tiene un disco absorbente de radio s, el numero absorbido
por unidad de tiempo resulta:

I = 4DSC@.

O sea, es proporcional a la concentracion lejos de la superficie absorbente por el
coeficiente de difusion de las moléculas absorbidas por una longitud caracteristica de la
superficie absorbente.

Algo mas para recordar: [D s] = [long?] [long]/[tiempo] = [Vol]/[t] = 1/([conc] [t])



