Losung Physikalische Chemie

Priifungstag

Bitte beachten Sie:

Erlaubt sind alle schriftlichen Unterlagen, die Sie selbst mitgebracht haben.
Erlaubt ist ein Taschenrechner.

Alle Hilfsmittel, die nicht explizit erlaubt sind, sind verboten!

Alle Arten von Informationsaustausch (elektronisch oder anders) sind verboten!
Bitte schalten Sie ihr Mobiltelefon ab.

Wenn Sie eine Frage haben, heben Sie die Hand. Ein Assistent kommt dann zu Ihnen.
Dauer der Klausur ist 2 Stunden.

Fiir die Bestnote miissen nicht alle Aufgaben gelost werden.

Am Anfang jeder Aufgabe finden Sie jeweils die Maximalpunktzahl.

Der Weg ist das Ziel; daher wird der Weg und nicht nur das Ergebnis bewertet.
Kommentieren Sie bitte ihre Ansétze.

Falls Sie wissen, dass Ihr Ergebnis falsch ist, schreiben Sie dies bitte dazu. So geben Sie uns zu
verstehen, dass Sie sich des Fehlers bewusst sind. Dies wird in entsprechender Weise beriicksichtigt.

Zu jeder Rechnung gehort eine Einheitenkontrolle. Sollte diese fehlen, kann nicht die volle Punktzahl
erzielt werden.

Folgende Grossen kénnten bei der Losung der Aufgaben hilfreich sein:

Avogadro-Konstante Ny 6.02214 - 10% ﬁ
Boltzmannkonstante kg 1.38066 - 10723%
Gaskonstante R 8.31451ﬁ
Elementarladung €o 1.60218 - 10~1°C
Elektrische Feldkonstante €0 8.85419 - 10712\/%
Faraday-Konstante F 9.64853 - 101-2;
Dichte von Wasser oH,0 998 %

Viskositéit von Wasser Nmo  0.9- 10_3%
durchschnittliche Lipiddichte OLipid =5
durchschnittliche Proteindichte Oprot 1.4 E5

durchsch. spezif. Volumen eines Proteins  Vp,or  0.73 £ 0.02 %
durchsch. Gewicht einer Aminoséure MAs 115 Da

Svedberg S 1S=10""5
Masseneinheit Dalton Da 1Da = 1.66 - 10~ 27kg

Kreiszahl T 3.313159
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Theorie (5 Pkt)

. In einem dreidimensionalen Raum wird die Diffusion in x-Richtung durch das 1. Ficksche Gesetz

beschrieben. Wie lautet die dazugehorige Gleichung fiir eine homogene Losung in y-Richtung und
wieso (1 Pkt)?

Losung:

¢=-DZ

. Fiir das Meselson-und-Stahl Experiment, welches die semikonservative Replikation beweist, wurde

Césium Chlorid als Dichtegradient bei der Ultrazentrifugation verwendet. Wieso? (1 Pkt)
Losung:

Dichtegradient moglich, gibt sehr scharfe Banden noetig um N14 von N15 markierten DNA Straen-
gen zu messen, es gibt sehr scharfe Banden, da je laenger Sedimentation, desto groesser die Diffusion,
aber diese wirdverringert durch hoehere Dichte mit der Zeit.

. Die pH Elektrode besteht aus einem portsen Glasbehélter, 3 M KCI wird als Losung verwendet.

Bitte erldutern Sie, wieso der Glasbehélter pords sein muss und KCL gewéhlt wird. (1.5 Pkt)
Losung:

Das Membranpotential der pH Elektrode von KCL ist null, da die beiden Ionen sehr aehnliche
Diffusionskonstanten haben. Eine hohe Konzentration wird gewaehlt, damit KCL das Membranpo-
tential bestimmt. Porés, damit die HT fliessen kénnen, dann kann Strom fliessen, und der Strom
ist proportional zu H* und dieser gibt dann den pH (durch negativer Log)

. Die Nernst-Planck Gleichung beschreibt die eindimensionale Flussdichte von ungleich verteilten

Teilchen der Konzentration N(x) in Anwesenheit eines von aussen angelegten elektrischen Feldes.
Es herrschen also zwei ,, Triebkrafte vor: Konzentrations- und elektrischer Potentialgradient. Bitte
leiten Sie analog zur Nernst-Planck Gleichung den eindimensionalen Fluss von ungleich verteilten
Teilchen her in Anwesenheit einer Zentripentalkraft F, = m - r-»?. (statt eines elektrischen Feldes).
(1.5 Pkt)

Losung: vprift = 7;“2 Darauf folgt der Fluss von Z: ¢, = % = N-% = N~% = wa%,%
mit D = %
6= D (85 + fhmru?)

Amyloid Aggregation von [3-Lactoglobulin (5 Pkt)

Bei pH 2 zerféllt das Protein p-Lactoglobulin durch Hydrolyse in entweder die zwei Fragmente A und B
oder in die zwei Fragmente C und D. Das Fragment A aggregiert zu einem Nukleationskeim bestehend
aus m Fragmenten A,,, welche dann durch weitere Bindung von monomeren A zum Amyloid wéchst. Ein
Amyloid ist eine spezielle Form eines Aggregates, welches durch Bindung von neuem Peptid (hier das
Fragment A), grosser wird.

1. Schreiben Sie einen moglichen Reaktionsablauf auf mit den Ordnungen der einzelnen Teilreaktionen

(1.5 Pkt)

Losung:

br -> A + B k; 1. Ordnung

by -> C+ D k1’ 1. Ordnung

m*A <-> A,, ks m. Ordnung, k_5 1. Ordnung

A; + A <-> A;1 k3 2. Ordnung, k_3 1. Ordnung mit i>m
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2. Begriinden Sie, wieso die Riickreaktionen vernachléssigt werden konnen. (0.5 Pkt)
Losung:
Hydrolyse -> Nucleation schwierig, da Riickreaktion selten
Fibrilen sehr stabil

3. Schreiben Sie die dazugehorigen Differentialgleichungen unter Vernachlissigung der Riickreaktionen
auf (1.5 Pkt)

Losung:
de /
dd% = —ki cpr — KicoL
C
ddf = 121 CbL
CD __ CcCC k/ c
dt — dt — Mool
d .
d;g‘ =kicop —komcy —kscad i (ca;) miti >m
ca,

—i- = —kscaca;i +kacacai1

4. In dem obigen Reaktionsmechanismus mit Reaktionsgleichungen hat man vernachlassigt, dass Fi-
brillen der Grosse A; brechen konnen in kleinere A; und A;_; Stiicke: A; kj} Aj; + A,;_;. Schreiben
Sie die dazugehorende Differentialgleichung fiir alle A; nur fiir diese Subreaktion auf (Beachten Sie
dabei, dass A; auch entstehen kénnen durch Bruch eines grosseren Fragmentes). (1 Pkt)

Losung:

dfi’t” = —ky (i —1) cA;+2ks > p>i (ca,) (die Zahl zwei soll nicht gewertet werden).

5. Beschreiben Sie, wie man die Kinetik von B-Lactoglobulin Aggregation messen kénnte (0.5 Pkt)
Losung:
Zeitaufgeloste NMR
Zeitaufgeloste size exclusion
ThioT binding
Light Scattering
Centrifugation

3 Na' /K" - ATPase (5.5 Pkt)

Die Aufnahme von Glucose in das Diinndarmepithel wird durch den Cotransport mit Na™- Ionen ermog-
licht. Damit wiirde aber auf Dauer das elektrochemische Potential Ajin,+ auf Null absinken. Es muss
somit einen Prozess geben, der die Na™- Konzentration im Zellinnern niedrig hilt, da sonst kein Aktions-
potential mehr gebildet werden kann. Diese Aufgabe iibernimmt die Na™ /K™ - Pumpe, auch Na®™ /K™ -
ATPase genannt, indem sie unter Verbrauch eines ATPs 3 Na™ Ionen nach aussen und gleichzeitig 2 KT
Ionen nach innen transportiert.

1. Welche Art von Transport fithrt die ATPase durch und wie nennt man allgemein solch einen Trans-
port durch die Membran ? (0.25 Pkt.)
Losung:
Da die ATP Ionen entgegen Thres Gradienten transportiert werden, handelt es sich um einen aktiven
Transport. Es handelt sich hier um einen Antiport, da gleichzeitig zwei Ionen in unterschiedliche
Richtungen transportiert werden.

2. Braucht es Energie, um die Ionenkonzentrationen konstant zu halten? Begriinden Sie Thre Antwort!
(0.25 Pkt)

Loésung:

Da es einen Transport entgegen des Konzentrationsgefiilles gibt (man will die von selbst diffun-
dierenden Teilchen ja zuriick transportieren) - dieser also aktiv ist, kostet es Energie in Form von
ATP.
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3. Schreiben Sie die Formel der Energiebilanz fiir diesen Transport auf. (0.5 Pkt)

Losung:

3 Afina+ + 2 Afig+ + AGarp <0

4. Berechnen Sie das Membranpotential im Gleichgewicht unter der Annahme, dass die Ionen eine
dhnliche Lipidloslichkeit besitzen. Die Diffusionskonstante innerhalb der Membrane kann durch die
entsprechende Diffusionskonstane im Wasser approximiert werden. (1 Pkt)

Die Ionenkonzentration im Diinndarmepithel sei gegeben durch

Ton Nat Kt Cl-
Cytoplasma || 20 mM | 135 mM | 5 mM
Serum 120 mM | 5mM | 115 mM
Die drei Ionen haben in Wasser eine Diffusionskonstante von Dy,+ = 1.47 - 107 Crsz, Dg+ =
1.82-107° 92 upd Dy = 8.23- 104 oo
Losung:
V o kT 1 PK+CK+ + PN1+CN3+ + PCl CCI*
" € PK+CK++PNa+CN + + FPar- Cc1—
_ E n DK+CK+ + DNa+CNa+ + Dcy- 001—
e DK+ C%Jr + DNa+ C;\IaJF + DCI* C[él,
wobei die letzte Zeile aus P = 7"’ folgt mit v und d gleich fiir alle Tonen. Nimmt man fir T

Korpertemperatur an (T=36° C = 309 K ) erhélt man

1.38-10722 . 309 K

Vi =

160 10-19C
1.47-1079 22 . 1201073 _mol 4 182109 22 .5.10~3 ;mol_ 4 g93.108 m> . 5. 103 ol
" 147109 m2 £20-1073 ;9L 4+ 1.82-1079 22 135107 ol 48.23- 10~ 8“}{.115.10 3 e
= —T74.5mV
Vi = —T45mV fiir T=37 C

5. (a) Berechnen Sie die elektrochemischen Potentiale der Natrium- und Kalium-Ionen. (1 Pkt)
Loésung:

"
’

Ap = RTlni—,—i—zF(goN—go)

Natrium wird von innen ( ’ ) nach aussen (7 ) entgegen des Membranpotentials transportiert.
Damit erhdlt man also:

Afingt = RTIn—mer 4 2F (9™ — @"""") = RTIn e~ FVm
_ 120 , C 5
= 83l 309K In— —9.65-10° = - (~67.7- 107 V)
= 112656 2 = 11.3 =L
mol mol
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Kalium hingegen wird von aussen (') nach innen (”) mit dem Membranpotential transportiert.
Damit erhdlt man

A[LK+ = RT ln W + ZF(QOinnen — @aussen) = RT ln m + va
cous: causs
J 136 C
= 8.31 309K -In — +9.65-10*— - (—=67.7-1073V
K - mol . 5 + mol ( )
k
= 1948.9 i =1.95 —J
mol mol

(b) Aus dem letzten Aufgabenteil sehen Sie, dass Afix+ signifikant kleiner ist als Afin,+, obgleich
sie doch &dhnliche Konzentrationsgradienten haben. Wie erkléren Sie sich diese Tatsache? (0.5
Pkt)

Losung:

Kalium wird in die Zelle rein transportiert, die im Inneren negativer geladen ist als aussen;
d.h. das Membranpotential wirkt sich begiinstigend auf diesen Transport aus ("Art elektrische
Anziehungskraft”). Natrium hingegen muss gegen dieses Potential und gegen den Gradienten
transportiert werden, was Energie kostet (die positive Ladung aussen wirkt abstossend). Daher
wirkt sich das negativ auf die Energiebilanz aus.

6. Die Hydrolyse eines ATP Molekiils liefert eine Nettoenergie von 64.6 % Wie viele K- Ionen
konnten mit dieser Energie durch die Membran entgegen des chemischen Potentials transportiert
werden? (1 Pkt)

Losung:
Wie man sieht kostet der Transport von innen nach aussen Afg+ = 1.95 % Man kénnte also

AC{ATP _ 64,6
Afg+

= 30, where n-Afix+ +AGarp < 0, - also 30 Natriumionen transportiern.

maximal = Tor =

4 Adenosin Kinase (10 Pkt)

Mehr als eine halbe Million Menschen sterben jahrlich an der Schlafkrankheit (human african trypano-
somiasis). Ein neuer Weg im Kampf gegen die Schlafkrankheit ist die Entwicklung potenter Molekiile,
die Adenosin Kinase vom Parasit T. brucei binden. Diese Kinase katalysiert die Phosphorilierung von
Adenosin zu Adenosin-Monophosphat (AMP) in Anwesenheit von Mg?T unter Verwendung von ATP als
Phosphoryl Donor.

1. Schreiben Sie einen moglichen katalytischen Reaktionsverlauf der Adenosin Kinase auf unter Be-
riicksichtigung der Michaelis-Mentenkinetik und aller Edukte, und nennen sie die Ordnungen der
Teilreaktionen: (1.5 Pkt)

Losung:
Kin + Mg2™ + ATP + Adenosine <->k;/k_; KinMgATPAdenosine ->ks Kin + Mg2* + AMP
k1l 4. Ordnung, k_; und ko 1. Ordnung

2. Ist diese Reaktion wahrscheinlich? (0.5 Pkt)

Losung:
Reaktion 4. Ordnung ist sehr langsam, da 4 Edukte sich gleichzeitig finden miissen.

3. Beschreiben Sie bitte einen realistischen Mechanisumus und schreiben Sie den Reaktionsmechanis-
mus auf. (1 Pkt)

Losung:
Séttigung von M g2 und ATP
Kin + Adenosine <-> Kin + AMP




PC II (fiir Biol./Pharm. Wiss.) Klausur PS Friihling 2012

nM/min

14 —
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4. Schreiben Sie alle dazugehérenden Differentialgleichungen des vereinfachten Reaktionsmechanismus

von auf (3) (Falls Sie hier neu beginnen wollen, so schreiben Sie fiir die folgende Reaktion alle
Differentialgleichungen auf: Die Adenosin Kinase stellt AMP aus Adenosin her) (1 Pkt)

Losung:
dckin __ 0 dcAdenosine __ —dCAMP
dt dt - dt

. Man hat nun gefunden, dass Adenosine die Adenosine Kinase auto-inhibieren kann durch Bindung

an die ATP Bindungsstelle (sieche Abbildung 1 unten mit nicht gefiillten Kreisen).

(a) Gilt dann noch die Michaelis-Mentenkinetik (Antwort mit Begriindung)? (0.5 Pkt)

Losung:
Nein, gilt nicht mehr, da neue Reaktion: Kin + Adeno <-> KinAdeno + Adeno <-> KinAdeno?

(b) Um was fiir einen Inhibitor (kompetitiv, unkompetitiv oder nicht-kompetitiv) handelt es sich
(Antwort mit Begriindung unter der Hilfenahme einer schematische Zeichnung, welche die
verschiedenen Bindungstellen der Kinase fiir ATP, Adenosine, und M g?* zeigt)? (0.5 Pkte)

Loésung:
Nicht-kompetitv, da Adenosin sowohl an die freie als auch an die Adenosin gebundene Kinase
binden kann.

. Durch analytische Ultrazentrifugation wurde der Sedimentationskoeffizient von der Adenosin Kinase

bei T = 300 K in Wasser zu 2.6 S bestimmt und die Diffusionskonstante zu 9.0 10~7 em?/s.
Berechnen Sie das Molekulargewicht der Adenosin Kinase. In welchem molekularen Zustand befindet
sich die 324 Aminosiuren-lange Kinase? (1 Pkt)

Losung:

m=sRT /(D -V pwasser)) = 2.6 10°-13 s 1.38 10°-23 J/K 300 K/ (9.0 10°-7 cm?/s ( 1 -7.3
10~-4 m3/kg 1000 kg/m3) = 4.4 10°-23 kg. Aus der Aminosdurenzusammensetzungen ergibt sich
324 aa * 110 Da * 1.66 10°-27 kg/Da = 5.9 10°-23 kg => Monomer.

T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

adenosine [uM]

Abbildung 1: Die Bildung von AMP in nM per min in Abhéngigkeit von der Konzentration von Adenosin.
Weisse Punkte: Wildtyp Kinase (Aufgabenteil (5)). Schwarze Punkte: Die Kinase, verliert die Substrat
Inhibierung nach Bindung mit dem Molekiil 1 (Aufgabenteil (7))

In den folgenden Aufgaben wird das Molekiil 1 der Kinase zugegeben, welches durch Bindung an
die Kinase die Substratinhibierung inhibiert.
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10.

11.

12.

13.

14.

Anhand der Abbildung oben beschreiben Sie bitte, wieso das Molekiil 1 die Auto-Inhibierung von
Adenosin unterdriickt (0.5 Pkt)

. Bitte entnehmen Sie aus den mit schwarzen Kreisen aufgezeigten Messdaten der Abbildung 1 oben

das vmas (0.5 Pkt).

Loésung:
13.5 nM/min

. Berechnen Sie aus dem in (8) ermittelten v,,4, bei einer Enzymkonzentration von 1 nM das keat.

(0.5 Pkt) (falls Sie das vpqq in (8) nicht ermitteln konnten, so nehmen Sie ein vy,q; = 14.2 1M /min
an). (0.5 Pkt) Lésung:

keat = Z2mee— = 13.5nM /min/InM = 13.5-1— = 0.2251 oder 14.27240 = 0.2341

Cenzym InM

Ist dieser Prozess diffusionskontrolliert bei einem K, von 0.6 M und niedriger Substratkonzentra-
tion? (0.5 Pkt)

Loésung:
]jg—frf =0.234s-1 /0.6 10°-6 M = 0.39 1076 /s M nicht diffusionskontrolliert.

Was ist die Umsatzrate der Kinase in Anwesenheit von Molekiil 1 bei grosser Konzentration vom
Adenoisin, M g** und ATP? (0.5 Pkt)

Losung:

k2 = kcat

Wieviel Mol AMP pro Liter wird pro Minute bei einer Kinasekonzentration von 1 nM, einer Ade-
nosinkonzentration von 1073 mol/1 und einem K,, von 0.6 tM) hergestellt? (0.5 Pkt)

Losung:

Umaz= k2 Chyn ungefhr = keqs Cryn = 0.225 1/s * 1 10°-9 M = 0.225 nM /s = 13.5 nM/min
Berechnen Sie von (12) ausgehend, wieviel Mol von AMP Molekiilen nach 10 Minuten hergestellt
wurden in einem Reaktions Volumen von 1 ml. (0.5 Pkt)

Losung:

0.135 nmoles

Wieviel mehr AMP wird pro Minute hergestellt, falls die Adenosinkonzentration von 1073 M zu
1072 M geéindert wird (mit Erkldrung)? (0.5 Pkt)

Losung:

Gleich viel, weil Enzym schon geséttigt.

Viel Gliick!




