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Bitte beachten Sie

• Erlaubt sind 4 Seiten Zusammenfassung plus ein Periodensystem.

• 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 Prüfung ist 2 Stunden.

Hinweis:

• Am Anfang jeder Aufgabe finden Sie jeweils die dafür erreichbare Maximalpunktzahl.

• Die maximale Note 6 erreichen Sie mit ungefähr 75 % der Punkte.

• Die Note wird berechnet nach der Formel Note = 1 + 5 ·
(

gesamte Punkte
Anzahl Punkte nötig für Note 6

)
• Ein korrekter Lösungsweg (Gedanken und Gleichungen) ergibt auch dann Punkte, wenn das nume-

rische Ergebnis falsch ist oder fehlt.

• 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 berücksichtigt.

• Ein numerisches Ergebnis mit fehlenden Masseinheiten ist falsch (keine Punkte).

Folgende Grössen könnten bei der Lösung der Aufgaben hilfreich sein:

Avogadro-Konstante NA 6.02214× 1023 1
mol

Boltzmannkonstante kB 1.38066× 10−23 J
K

Gaskonstante R 8.31451 J
K·mol

Elementarladung e0 1.60218× 10−19C
Elektrische Feldkonstante ε0 8.85419× 10−12 C

Vm

Faraday-Konstante F 9.64853× 104 C
mol

Dichte von Wasser %H2O 998 kg
m3

Viskosität von Wasser ηH2O 0.9× 10−3 kg
m·s

durchschnittliche Lipiddichte ρLipid 1.1 g
cm3

durchschnittliche Proteindichte ρProt 1.4 g
cm3

durchschnittliche Detergenzdichte ρDetergenz 1.12 g
cm3

durchsch. spezif. Volumen eines Proteins Ṽ Prot 0.73± 0.02 cm3

g

durchsch. Gewicht einer Aminosäure mAs 115 Da
Svedberg S 1S = 10−13 s
Masseneinheit Dalton Da 1Da = 1.66× 10−27kg
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1 Theorie (12 Punkte)
1. Wieso unterliegen Diffusion, Viskosität und Wärmeleitfähigkeit ähnlichen Gesetzmässigkeiten? (2

Pkte)

2. Beschreiben Sie einen möglichen Prozess, wie ein in Wasser lösliches Protein sich in eine negativ
geladene synthetische Lipiddoppel-Membran integrieren könnte? (2 Pkte)

3. Wieso und unter welchen Bedingungen ist bei der drei dimensionalen Diffusionsgleichung die Dif-
fusionskonstante in alle Richtungen gleich (Erklärung mit Formel) ? (2 Pkte)

4. Wieso misst man den Blutdruck und inwiefern könnte dieser eine Aussage über den Durchmesser
von Blutgefässen haben? (2 Pkte)

5. Wie kann man experimentell die Aktivierungsenergie (die Energie um einen chemischen Prozess in
Gang zu bringen) bestimmen (mit Erklärung)? (2 Pkte)

6. Erklären Sie die Theorie des Übergangszustandes in Worten? (2 Pkte)

2 a-Synuclein (8 Punkte)
a-Synuclein ist ein 140 Aminosäuren langes lösliches Protein aktiv in Neuronen und anderen Zellen,
welches in aggregierter/verklumpter Form in der Erkrankung Parkinson in sogenannten Lewi-Bodies
auftritt.

1. Zu welcher Gruppe von Krankheiten gehört die Parkinsonsche Erkrankung? (0.5 Pkt)

2. Um zu bestimmen, in welchem oligomeren Zustand a-Synuclein funktionell ist, wurde der Diffusi-
onskoeffizient mit DSyn = 9.1×10−7 cm2

s (bei 10 ◦C in verdünnter wässriger Lösung) gemessen.

(a) Bestimmen Sie mit dem gemessenen Wert des Diffusionskoeffizienten das mögliche Molekular-
gewicht von a-Synuclein. (2 Pkte)

(b) Bestimmen Sie das Molekulargewicht von a-Synuclein unter der Annahme eines mittleren
Gewichtes einer Aminosäure von 115 Da. (0.5 Pkt)

(c) Unter Verwendung von a und b, in welchem oligomeren Zustand befindet sich a-Synuclein in
Lösung? (0.5 Pkt)

3. Eine andere Gruppe hat den oligomeren Zustand von a-Synuclein mit analytischer Ultrazentrifuga-
tion bei 27000 rpm und bei 10◦C wie in der Abbildung gemessen. Bestimmen Sie nun den oligomeren
Zustand. (3 Pkte)
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1 Theorie (16 Punkte)
1. Erklären Sie anhand der geeigneten Formeln, wieso und wie mit der Zugabe von Salz Protein-

Proteininteraktionen verändert werden können. (2 Pkte)

2. Wieso ist die Energieflussdichte in einem Gas proportional zum Temperaturgradienten (mit Herlei-
tung). (2 Pkte)

3. Wie kann man zeigen, dass Diffusion ein statistischer Prozess ist? (2 Pkte)

4. Beschreiben Sie mit Zeichnung den Aufbau einer Membran aufgebaut aus dem Lipid Phosphatidyl-
cholin (Lecithin). (2 Pkte)

5. Wie funktioniert die SDS Gel Elektrophorese für Proteine? Kann man mittels SDS Gel-Elektrophorese
Aussagen über das Molekulargewicht eines Proteinkomplexes machen? (2 Pkte)

6. Erklären Sie, was eine hydrophobe Wechselwirkung ist. (2 Pkte)

7. Wieso gibt es eine Reaktion nullter Ordnung nicht? (2 Pkte)

8. Beim Studium einer kinetischen Reaktion kann die Relaxationsmethode angewendet werden. Wie
funktioniert diese? (2 Pkte)

2 Acetylcholinesterase und Acetylcholin (1. Teil) (14 Punkte)
Das Enzym Acetylcholinesterase katalysiert die Spaltung von Acetylcholin unter Mithilfe von Wasser in
Acetat und Cholin. Die Michaelis-Menten Konstate KM beträgt dabei KM = 9 · 10�5 mol

l .

1. Formulieren Sie einen möglichen Reaktionsmechanismus unter Einbezug der Enzymkinetik. (2 Pk-
te.)

2. Welche Reaktionsordnungen haben der erste und zweite Teil der Reaktion, sowie die Rückreaktion
des ersten Teils? (1 Pkt.)

3. Schreiben Sie alle dazugehörigen kinetischen Differentialgleichungen auf. (2 Pkte.)

4. Welchen Trick kann man verwenden, um die Rekation zu einer Michaelis-Menten-Reaktion 2. Ord-
nung zu machen. Schreiben Sie den dazugehörigen Reaktionsmechanismus auf. (2 Pkte)

5. Die Diffusionskonstante von der Acetylcholinesterase gemessen bei 20 ºC in wässrigem Puffer ist
DAcetylcholinesterase = 7.4 · 10�7 cm2

s . Berechnen Sie das Molekulargewicht der Acetylcholinesterase
auf der Basis seiner Diffusionskonstante. (2 Pkte)

6. Das Molekulargewicht der Acetylcholinesterase wurde mittels Gleichgewichtszentrifugation mit Be-
schleunigung von 9500 rpm bei einer Temperatur von 10 ºC bestimmt durch Messung der in der
Figur gezeigten Daten. Ermitteln Sie daraus das Molekulargewicht in kDa. (4 Pkte)

Biobrene-coated glass filter fiber of a Procise sequencer
(Applied Biosystems) and were sequenced using standard
protocols.
Mass spectrometry (MS) and tandem mass spectrometry

(MS/MS) were performed on a nanoelectrospray ionization
hybrid quadrupole-orthogonal acceleration time-of-flight
Q-Tof instrument (Micromass UK Ltd.) equipped with a
Z-spray probe. The nanoflow source was operated at a
temperature of 30 °C with a nitrogen drying gas flow of
180 L/h. A potential of 1.4 kV was applied to the nanoflow
tip. The flow rate was about 30 nL/min. Peptides were
dissolved in 5 µL of methanol/water (50% v/v) containing
1% formic acid. Aliquots of 1 µL, respectively, were
required for a single measurement.
Chemicals, Molecular Biology Reagents, Enzymes. Media

constituents were from Difco. Restriction enzymes and
buffers were obtained from Boehringer. Mutagenizing PCR
was done on a Gene ATAQ Controller (Pharmacia Biotech)
employing the Expand High Fidelity System (Boehringer).
5′-Phosphorylated oligonucleotides were custom-made by

Perkin-Elmer. PCR products were purified using the
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen). The Blunting End
Ligation Set was an MBI Fermentas product. DNA was iso-
lated from agarose gels by use of the QIAEX II Gel Extrac-
tion Kit (Qiagen). The Sequenase 2.0 DNA Sequencing Kit
used was from U. S. Biochemicals. For automated sequen-
cing, the Cy5 Auto Read Sequencing Kit (Pharmacia
Biotech) was used. Hexokinase substrates, effectors, and
auxiliary enzymes were from Boehringer and Sigma, re-
spectively.

RESULTS

Enzyme Purification and Characterization. The isolation
of the different forms of wild-type and mutant hexokinase
described below from yeast strain DFY632/pAV101 and
derivatives gives enzyme preparations of more than 95%
purity with a minimum specific catalytic activity of 350 units/
mg (standard assay) for the nonphosphorylated wild-type
enzyme (cf. Table 4). Site-directed mutagenesis at codon
positions 15 and 158 had been confirmed by automated
sequencing of the HXK2 ORF as well as by matrix-assisted
laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry
and by sequencing of the isolated tryptic peptides (23). To
investigate the structural and functional consequences of
serine substitution/modification at the in ViVo and autophos-
phorylation site, the intactness of the N-terminus known to
be involved in intersubunit interaction (17-19) and the state
of phosphorylation of serine-14 representing the target of in
ViVo phosphorylation (21) had to be checked since there is
no information available on the long-term stability of
hexokinase preparations with respect to proteolysis and
phosphoserine hydrolysis.
With all hexokinase species employed in the present study,

Edman degradation gave the N-terminal sequence: H-Val-
His-Leu-Gly-Pro-Lys-Lys-Pro-Gln-Ala-Arg-Lys-Gly-Ser-
Met-Ala-Asp-Val-OH, which corresponds to codons 2-19
of hexokinase according to the DNA primary structure (27,
28).2 Hydroxylapatite fractionation of DEAE-purified wild-

type hexokinase isolated from cells grown in low-glucose
medium gave the two enzyme fractions (HA-1, HA-2) known
to differ in the state of serine-14 modification only (21).
These proteins were subjected to tryptic digestion followed
by comparative HPLC reverse-phase analysis and peptide
isolation as already described (21). Nanoelectrospray ioniza-
tion mass spectrometry of the two peptides (spectra not
shown) gave mass/charge ratios of 932.4 [(M+H)+]/466.7
[(M+2H)2+] and 1012.9 [(M+H)+]/506.9 [(M+2H)2+] which
agree with the values calculated for the peptide carrying
serine-14 unsubstituted (932.5) and phosphoserine-14 (1012.5),
respectively. Conventional Edman degradation and tandem
mass spectrometry (spectra not shown) confirmed the
sequence H-Lys-Gly-Ser-Met-Ala-Asp-Val-Pro-Lys-OH for
the unphosphorylated peptide which coincides with amino
acids 12-20 of hexokinase (27, 28). Sequencing of the pep-
tide obtained with phosphohexokinase gave the same order
of residues but no signal in the third cycle of degradation
corresponding to serine-14, thus indicating phosphorylation
of this residue (21). MS/MS analysis of the latter peptide
confirmed serine-14 phosphorylation (spectra not shown).
Based on the results of DNA and protein analysis, the

hydroxylapatite fractions HA-1 and HA-2 of purified hexo-
kinase were considered to represent nonphosphorylated wild-
type enzyme and phosphoserine-14 hexokinase, respectively.
It should be noted that in ViVo phosphorylation of

hexokinase 2 at serine-14 was detected not only in yeast
grown in the phosphate-depleted medium (20), as originally
employed to study protein phosphorylation, but also in cells
from yeast extract peptone medium providing full availability
of inorganic phosphate. Hydroxylapatite chromatography as
well as tryptic peptide separation and analysis gave indis-
tinguishable results with the enzymes prepared from cells
grown in the two media differing in phosphate concentration.
Sedimentation Equilibrium Analysis. The molecular mass

of wild-type hexokinase was determined from the radial
concentration distributions shown in Figure 1A. These
experiments covered a range of enzyme concentrations
between 180 and 320 µg/mL as calculated directly from the

2 Since the N-terminal amino acid of wild-type, mutant and phospho-
hexokinases corresponds to codon 2 of the ORF, we number amino
acid residues accordingly (serine-14 instead of serine-15, etc.).

FIGURE 1: Sedimentation equilibrium distribution (symbols) and
fitted data (curves) of yeast hexokinase 2 as recorded at 275 nm
(b), 280 nm (O), and 285 nm (0). (A) Nonphosphorylated wild-
type enzyme; (B) glutamate-14 hexokinase; (C) phosphoserine-14
enzyme. Solvent: 50 mM potassium phosphate buffer, pH 7.4,
containing 1 mM PMSF, 1 mM EDTA, and 1 mM DTT. Loading
enzyme concentration: 0.25-0.30 mg/mL. Temperature: 10 °C.
Residuals (above) are given in 2-fold amplification.

Hexokinase 2 from S. cereVisiae Biochemistry, Vol. 37, No. 34, 1998 11991

Figur : Gleichgewichtszentrifugation bei einer Frequenz von 9500 rpm von der Acetylcholinesterase
gemessen durch Absorbtion bei 275 nm (y-Achse) bei verschiedenen Radien (x-Achse) bei pH 7.4 und
einer Temperatur von 10 ºC.

.
7. Diskutieren Sie die beiden Werte von Teilaufgabe 5 und 6. (1 Pkt)
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Figur: Gleichgewichtszentrifugation bei einer Frequenz von 27000 rpm von a-Synuclein gemessen
durch Absorption bei 275 nm (y-Achse) bei verschiedenen Radien (x-Achse) bei pH 7.4 und einer
Temperatur von 10◦C.

4. Erläutern Sie, ob die in Aufgabe 2 oder 3 verwendete Messung relevanter ist und wie erklären Sie
den grossen beobachteten Unterschied der Messungen aus strukturbiologischer Sicht? (1.5 Pkt)

3 a-Synuclein-Membran Interaktion (15 Pkte)
a-Synuclein kann mit Lipidmembranen interagieren.

1. Auf der Basis der Aminosäurensequenz von a-Synuclein (siehe Figur) argumentieren Sie, ob a-
Synuclein an die Membranoberfläche bindet oder transmembran sein kann? (1.5 Pkte)

2. Das Circular Dichroismus Spektrum zeigt, dass a-Synuclein in helikaler Form mit einer Lipiddoppel-
Membran interagiert. Zeichnen Sie detailliert, eine mögliche Interaktion zwischen a-Synuclein und
Membran (mit Angaben über Grössen) (1.5 Pkte)

3. Durch die Interaktion von a-Synuclein mit einer negativ geladenen Membran verändern sich die
Membraneigenschaften. Dazu misst man die zeitabhängige Konzentration einer Substanz in Lipo-
somen in Abwesenheit und Anwesenheit von a-Synuclein (bei einer Konzentration von a-Synuclein
von 10µM) nach Zugabe der Substanz in den Puffer zu 10µM . Nach 10 Sekunden findet man in
Anwesenheit von a-Synuclein 3mal mehr Substanz in den Liposomen als in Abwesenheit.

(a) Um wieviel ändert sich der Permeabilitätskoeffizient der Substanz falls a-Synuclein in der
Lösung präsent ist? (2 Pkte) (Tipp: vereinfachen Sie die Funktion ea t ≈ 1 + a t )
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(b) Interpretieren Sie diese Beobachtung? (1 Pkt)

4. Die Kinetik der Interaktion von a-Synuclein mit negativ geladenen Liposomen mit Durchmesser
100 nm sei diffusionskontrolliert.

(a) Schreiben Sie einen möglichen Reaktionsmechansimus auf (1.5 Pkte)

(b) Berechnen Sie kon (On-Rate der Bindung von a-Synuclein an die Membran) unter den Annah-
men, dass die Liposomen viel grösser sind als a-Synuclein und so gross sind, dass man deren
Diffusion vernachlässigen kann. (1.5 Pkte)

(c) Man hat ermittelt, dass in wässriger Lösung, in chemischen Gleichgewicht, in Anwesenheit von
100µM Liposomen, sich 50% des a-Synuclein (bei einer Protein-Konzentration von 10µM) an
die negativ geladene Membran bindet. Wie gross ist koff (falls Sie Aufgabe 5a nicht lösen
konnten, nehmen Sie eine Reaktion 2. Ordnung an)? (1.5 Pkte)

(d) Mit was für Methoden könnte man die off-Rate in c) experimentell bestimmen? (0.5 Pkt)

(e) Erklären Sie anhand der geeigneten Formeln wie durch die Wahl der Pufferlösung die Interak-
tion zwischen a-Synuclein und einer negativ geladenen Zellmembran vermindert werden kann.
(1.5 Pkte) ?

5. Da die Permeabilität der Liposomen sich durch die Interaktion mit a-Synuclein ändert (siehe Auf-
gabe 3), wird die Konsequenz dessen auf das Membranpotential nachfolgend bestimmt.

(a) Dabei soll zuerst das Membranpotential einer Nervenzelle mit einer Na+Konzentration von
11 mM, K+Konzentration von 120 mM und Cl−Konzentration von 0.001 mM gegen die
extrazelluläre Lösung (Na+Konzentration von 144 mM, K+Konzentration von 4 mM und
C−Konzentration von 2 mM) bei einer Temperatur von 37◦C bestimmt werden (in Abwesen-
heit von a-Synuclein). Das Verhältnis der Permeabilitätskoeffizienten sei PK+ : PNa+ : PCl− =
1 : 0.04 : 0.45. (1.5 Pkte)

(b) Bestimmen Sie nun das Membranpotential in Anwesenheit von a-Synuclein mittels obgenannter
Beobachtung, dass a-Synuclein die Membrandiffusion um einen Faktor 3 ändert (mit Erklä-
rung). (1 Pkt)

4 a-Synuclein Phosphorylierung (14.5 Pkte)
In den Lewybodies im Hirn von Parkinson Patienten ist a-Synuclein häufig an der Stelle S129 phospho-
ryliert. Man findet nun, dass a-Synuclein zuerst an der Stelle Y125 durch eine Tyr-Kinase phosphorlyiert
wird und erst danach durch eine Ser-Kinase an der Stelle S129, wider phosphoryliert wird.

1. Beschreiben Sie einen möglichen Reaktionsmechanismus. (2 Pkte)

2. Schreiben Sie alle dazugehörenden Differentialgleichungen auf, unter der Annahme eines Überschus-
ses an ATP. (4 Pkte)

3. Im folgenden betrachten wir nur die Teilreaktion der Ser129 Phosphorylierung durch die Ser-Kinase
unter der Annahme einer Michaelis-Menten Kinetik. In der gezeigten Grafik sehen Sie wie in Abhän-
gigkeit der Zeit a-Synuclein phosphoryliert wird. Zu Beginn der Reaktion hat es einen Überschuss
an a-Synuclein mit einer Konzentration von 150µM .

(a) Zeichen Sie in die Grafik ein, wo eine sogenannte Substratsättigung auftreten könnte und
schreiben Sie was die Bedingungen dafür sind (1 Pkt).

(b) Mit welcher Funktion der Zeit würde a-Synuclein phosphorlyiert falls eine Substratsättigung
präsent wäre. Tipp: Schreiben Sie die Reaktionsgeschwindigkeit des Produktes bei Substrat-
sättigung auf. Durch integrieren der Differentialgleichung nach dem Produkt erhalten Sie die
gesuchte Funktion (1.5 Pkte)
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(c) Mithilfe der Grafik ermitteln Sie die maximale Geschwindigkeit der Reaktion unter Zuhilfe-
nahme von Aufgabenteil a) und b) (1.5 Pkte).

(d) Zeichen Sie in die Grafik ein, wo die Michaelis-Menten Bedingung einer kleinen Substratkon-
zentration auftreten könnte und schreiben Sie die Bedingung dafür auf (1 Pkt).

(e) Mit welcher Funktion der Zeit würde a-Synuclein phosphorlyiert falls eine kleine Substratkon-
zentration vorliegt. Tipp: Schreiben Sie die Reaktionsgeschwindigkeit des Produktes bei kleiner
Substratkonzentration auf. Schreiben Sie auch die Differential Gleichung von a-Synuclein in
Abhängigkeit der Zeit bei cE(t) = cE(0) und der Annahme des stationären Zustandes des
Zwischenproduktes auf (3 Pkte).

(f) Vergleichen Sie die hergeleitete Funktion im (e) mit dem experimentelle Data im Figur. (0.5
Pkt)

5


