Tentamen KFKF01, 2016-05-31

Tilldtna hjalpmedel: Miniréknare (med tillhérande handbok), utdelat formelblad med tabellsamling.
Slutsatser skall motiveras och berakningar redovisas. Tag fér vana att alltid géra en rimlighetsbedémning.

For godkéant krévs att totala podngantalet pa tentamen och eventuell inlamningsuppgift &r minst 30.

1. I'loslighetslaborationen pa kursen utférde du ett experiment dér viss
maéangd 2-(hydroxyetyl)pyridin (EP) férdelades mellan 1-oktanol- och
vattenfas. D4 jamvikt instdllde sig vid 298 K fann du ungefar [EP].q =
0,18 mM och [EP]go; = 0,071 mM.

(a) Berdkna molbrdken EP i oktanol- och vattenfaserna vid jamvikt.
Densiteten och molmassan for 1-oktanol &r 0,824 g/ml respekti-
ve 130,23 g/mol.

(b) Berdkna xgp-sol — XEP-H,0 Vid aktuell temperatur.

(c) Forvantar du dig att Bragg-Williamsmodellen fungerar bra for
att beskriva fordelningen av EP mellan faserna? Motivera ditt
svar utifrdn BW-modellens approximationer. (6p)

2. P4 en viss yta finns en positivt laddad grupp (+1e) i koordinaten

(=5,0,0) A och en negativt laddad grupp (laddning -1e) i koordina-
ten (5,0,0) A. Du far negligera eventuella effekter av ytan i berdk-
ningarna nedan. Sétt ¢, = 78.

(a) Rita en bild med laddningarna som visar approximativt hur det
elektriska faltet fran grupperna ir riktat i punkten (3,3,0) A,

(b) Berdkna den elektriska potentialen frdn grupperna i punkten
(3,3,0) A.

(c) Berdkna vilket arbete som krévs for att féra en natriumjon till
punkten (3, 3, 0) A fran ett mycket stort avstand. (6p)
3. Rita en bild som beskriver koordinationen av vattenmolekyler i is.
Beskriv sedan vad som hdnder med strukturen och védtebindningarna
da isen smidlter, vattnet varms till 100°C och vid foérdngning. For
full podng maste du korrekt beskriva hur antalet ndrmaste grannar,
antalet vitebidningar och densiteten dndras samt ge en forklaring
till varfor smaéltentropin for vatten dr ovanligt 1ag (jamfort med t.ex.
metan). (6p)



Tentamen KFKF01, 2016-01-09

4. Figuren nedan visar temperaturberoendet av hastighetskonstanten k
(M~1s7!) fér nedbrytning av ditionatjonen (52062_) till vatesulfatjo-
ner och svaveldioxid i vatten vid ldgt pH (Lente & Fabian, Inorg
Chem 43, 4019, 2004). 1 uppgiften antas att bade AH* och AS? &r
T-oberoende.
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(a) Bestim aktiveringsentalpin AH* f6r nedbrytningen. Observera
vilken storhet som &r ritad péd y-axeln nédr du utfor berdkningen!

(b) Man brukar definiera E, = RT? - dInk/dT (s& att E, 4r i 6ver-
ensstimmelse med Arrhenius ekvation). Ta fram ett samband
mellan AH¥ och E, samt anvidnd detta for att bestimma virdet
p& E, vid 1/T = 0,0028 K.

For att visa att det ni lart er pa kursen har biologisk relevans handlar samt-
liga uppgifter 5-10 om calbindin D9k, som &r ett kalciumbindande protein
med tvd sdten som vart och ett binder en kalciumjon. Varje siate koordinerar
kalcium med fyra negativt laddade karboxylatgrupper. Calbindins radie
dr ca 1,7 nm och dess nettoladdning —7e. For att tolka experimentella data
racker oftast en stokiometrisk modell av kalciumbindningen, ddr man inte
bryr sig om vilket av sdtena den forsta kalciumjonen binder till. Vi far da

Reaktionsschema 1
2+ K1
P+ Ca” = PCa

K
PCa + Ca** == PCa,

I en studie bestdimdes kalciumaffiniteterna for en méngd olika mutanter av
calbindin vid olika jonstyrkor (Linse et al, Biochemistry 30, 154, 1991). Bl.a.
annat fann man da for vildtypen:

Salt KKMDH KM
OMKClI 1,6-108 4,0-10%
0,15MKCl 2,0-10° 3,2-10°

I tabellen och samtliga uppgifter nedan ar T' = 298 K.

(6p)
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5. Teckna bindningspolynomet Q for reaktionsschema 1 och berdkna
hur ménga kalciumjoner som &r bundna per calbindinprotein da
[Ca%*] = 0,5 uM och 0,15M KCl. Berdkna dven hur stor andel av
proteinet som ér fritt samt bundet till en respektive tva kalciumjoner.

(6p)

6. Diffusionskonstanten for kalciumjoner i cytoplasma (cellvdtska) &r
ungefdr 5,3 - 107 cm? s~! (Brian et al, Cell Calcium 8, 437, 1987).

(a) Uppskatta den maximala hastighetskonstanten k, for associa-
tion till calbindin i cytoplasma.

(b) I en studie bestimde Martin m fl (Biochemistry 29, 4188, 1990)
k, till 9 - 108 M~1s7L. Indikerar detta virde att associationen av
kalcium till calbindin &r diffusionsbegrdnsad eller ej? Tank pa
att du kan behova gora en enhetsomvandling i jamforelsen med

(a).
(6p)
7. Uppskatta den elektriska potentialen vid ytan av calbindin samt vid
avstandet 6 A fran ytan da halten KCl 4r 150 mM. (6p)

8. (a) Forklara varfor man kan vénta sig att bindningskonstanterna ar
lagre vid 0,15 M salt &n vid 0 M salt. Du maste anvind begreppen
Poisson—Boltzmanns ekvation, elektriska potentialen i bindningssitet
och jonstyrka i ditt svar.

(b) Anvdnd de bdgge K;-vdardena samt Nernsts ekvation for att upp-
skatta hur médnga mV ldgre den elektriska potentialen dr i det
aktiva sdtet vid den hogre salthalten jamfort med den lagre. (6p)

9. Antag att du vill utféra en simulering for att berdkna den elektriska
potentialen i bindningssédtena vid de olika salthalterna. Du kan vélja
mellan en Monte-Carlosimulering och en molekyldynamiksimule-
ring. Vilken skulle du vilja och varfor? Beskriv metoden du viljer,
dvs ange principen for hur den utfors och vilka fysikaliska lagar som
anvands i metoden. (6p)

Tentamen fortsatter pa nasta sida —
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10. Bindningen &r positivt kooperativ, dvs nér en kalciumjon binder till
ett site okar affiniteten for det andra sétet. Om man vill beskriva detta
behovs en modell med fyra jamvikter ddr man specifikt beskriver
inbindningen till varje sdte, enligt

Reaktionsschema 2
2+ Ko
P+Ca™ — PICa

Kn
P +Ca* == P;Ca
P.C C 2+ _KEI_\ PC
I a+Ca — a2

ot Ky
PCa+Ca™ — PCa,

De romerska siffrorna syftar pa sadte I och II. Ky skall tolkas som
jamviktskonstanten for inbindning till sdte II nar en kalciumjon sitter
iséte L.

(@) Teckna bindningspolynomen Q (det finns tva som ér lika) for
reaktionsschema 2 och visa, genom jamforelse med bindnings-
polynomet fran uppgift 5, att K1 = K + Ky och K1K; = KiKjp 1 =
KnKy1r.

(b) Inbindningen av den andra kalciumjonen dr positivt kooperativ
om Kijy/Ki = Kii/Kpp > 1. Anvdand sambanden fran (a) for att
visa att om K; = Ky sa dr inbindningen positivt kooperativ om
K> > Kj / 4.
(6p)




Tentamen KFKF01, 2016-01-09

Losningar KFKF01, 2016-05-31

1. (a)

(b)

(©)

(b)

(©)

Eftersom xgp(iB) = [EP]/([EP] + [B]) ~ [EP]/[B]" = [EP]- M/ ps
har vi xgg(aq) = 3,3 - 107 och xgp(8ol) = 1,1-107°.

K = xgp(8ol)/xgp(aq) = 3,4, vilket ger Au® = —RTInK =
—3,1kJ mol~!. Eftersom det &r véldigt lite EP i bigge faserna kan
bagge betraktas som idealt utspddda med avseende pa EP och vi

har Ap® = RT (XEP-80l — XEP-H,0) Sa att XEp-gol — XEP-H,0 = —1,2.

Man kan ocksé 16sa denna genom att tdnka sig en tredje fas med
ren EP (dvs betrakta l6sligheten av EP i oktanol respektive vat-
ten). Man far dd Arengp—aqit® = —RT Inxgp(aq) = —RT xgp-1,0
och Arengp—soltt® = —=RT In xgp(80l) = —RT xgp-s0l vars differens
blir precis Au® ovan. Om tanker pa detta sitt ar det dven mojligt
att utnyttja ekvationen In lfch + xaB(1 —2xp) = 0 for bdgge jam-
vikterna, berdkna x ap for bagge (dar B alltsa ar EP i bagge fallen
medan A dr vatten respektive oktanol) och ta skillnaden mellan
dem. De som gjorde ndgon av dessa “omvégar” pa korrekt sitt

fick full poédng.

En riktigt snygg l6sning som ndgon gjorde (och som visar pé
mycket god forstdelse) var att direkt skriva upp den kemiska
potentialen for EP i bagge faserna (med hjdlp av uttrycket for p
i BW-modellen), sitta dessa lika och direkt 16sa ut skillnaden i
x. Det dr pa detta siatt man gldder en ladrare i fysikalisk kemi.

For full podng behover man reflektera kring molekylernas stor-
lek och ev hydrofoba effekter.

For full podng maste man antingen ritat ut faltkomposanterna
ratt (den fran +-laddningen skall vara ca en fjardedel sa lang
som den fran —-laddningen, ty faltet gdr som 1/r?) och gjort
ratt vektoraddition eller ritat ut ndgot sa nar korrekta faltlinjer
mellan laddningarna.

Avstdnden till laddningarna dr 8,54 respektive 3,61 A, vilket med
Coulombs lag ger 1 = (21,6 — 51,2) mV = —-29,6 mV.

Arbetet gesav w = g - ) = —4,74- 10721 ] = -2,86 k] mol .

3. For full podng méste man i svaret finna att

den tetraedriska koordinationen framgar av figuren.

da is smélter bryts ca 25% av vétebindningarna och antalet nér-
maste grannar viaxer ndgot (frdn 4iis) sa att. ..

densiteten i flytande vatten dr hogre dn i is och att densiteten &r
maximal vid 4°C.

densiteten minskar frdn 4°C och att antalet vdatebindningar mins-
kar kontinuerligt till kokpunken.

kvarvarande vitebidningar (ca 50%) bryts da vattnet férangas.

5
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* smdltentropin &r ovanligt 1ag for vatten darfor att dven flytande
vatten dr mycket viatebundet vilket ger fdrre frihetsgrader for
varje vattenmolekyl (dn for t.ex. en metanmolekyl i flytande
metan).

(a) Avldsning i figuren ger In(ky/T>) = —14,72 vid 1/T, = 0,00275
och In(ky/T1) = -19,66 vid 1/T; = 0,00309. Eyrings ekvation ger
kyTi AHY ( 1 1 )

In-21=-22

k1T R

T, Ty

vilket ger AH¥ = 120kJ mol~!. For full podng maste man ha
maétt upp punkterna relativt noggrant (dvs med linjal). Om man
matt upp for onoggrant eller inte utnyttjade par av punkter
som lag langt ifrdn varandra (for att f& en god bestdmning av
lutningen) gavs avdrag. Avdrag gavs dven om svaret gavs med
tor manga siffror (stor osdkerheti métningen). Det dr fullt mojligt
att méta battre &n ca 1 mm fel pa varje axel. Om man maéter inom
+1 mm i alla matningar hamnar AH* nagonstansi intervallet 113
- 129 kJ/mol. Ett varde inom detta intervall med max tre siffror
gav darfor full poang.

(b) Logaritmering och derivering av Eyrings ekvation (k = kkgT/h -
e—AHI/RT . eAsi/R) ger

dink 1 AH* 1
ar TR T2

s3 att
g, = r72. 0K _ ppyap

dT

vilket ger E, = 123k] mol™! vid den valda temperaturen. Det &r
alltsa vildigt liten skillnad mellan E, och AH* vilket gor att man
experimentellt ofta sdtter dem lika. I vart fall 4r skillnaden gans-
ka sdkert ldgre dn felet man gor ndr man méter upp punkterna

i(a).

Q =1+K;[Ca®] + K1 Kp[Ca®']?
[Ca®*] dQ  Ki[Ca®*]+2KiK[Ca* ]2
Q  d[Ca*] 1+Ki[Ca®]+KiKo[Ca> P
vid [Ca®"] = 0,5 uM. Andelarna fritt respektive bundet till ligand &r

Ve = 1,17

1
p=—=0,28
PP=Q
K;[CaZ*
PPCa = % =0,28
K1K>[Ca%*]?
PpCay = —— 2 2[Q P a4
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10.

(@) ks =4nDa =1,13-10"7 571 = 6,82-10° M~ s7! (dir enhetsom-
vandlingen gors genom multiplikation med 1000/N4).

(b) Eftersom vérdeti (a) dr storre dn det experimentella virdet dr k,
knappast diffusionsbegransad.

(a) Proteinets laddning &r —7e. Om all denna laddning betraktas
som placerad i proteinets mitt ger 16sningen till den linjdra
Poisson-Boltzmannekvationen (med Debyelingden 7,86 A) att
P, =-239mV (a = 17 A).

(b) P4 avstandet 6 A fran ytan (dvs r = 23 A) ger losningen till LPB
Y =-8,2mV.

(a)
(b) Eftersom K = [PCa]/([Ca%*][P]) ger Nernst ekvation att AAY =

—RT/(2F)-In % = 56 mV. Eftersom potentialen dr negativ
betyder “ldgre” i frdgeformuleringen egentligen “ndrmare noll”,
alltsa [¢ (150 mM)| < [P (0mM)|.

Om man uppskattar skillnaden i elektrisk potential teoretiskt
med hjilp av 16sningen vid LPB vid ytan av en laddad sfar fas
52mYV, dvs god samstammighet med experiment. Den student
som gjorde detta istédllet for att anvdnda Nernst fick i stort sett
full poédng (eftersom det visar god forstelse, &ven om det inte
egentligen svarar pd fragan som stélldes).

(@) Vi har tva reaktionsvagar for att nd samma sluttillstand, vilket
ger tvd Q. Tank pa att cp = [P]+[P;Ca]+[PyCa]+[PCaz] och att vi
har tvé olika jamvikter som ger PCa,, [PCaz] = Ky 1[P1Ca] [Ca?*]
och [PCa,] = K; i[PpCa][Ca®*], vilket ger tvd Q som bdgge mdste
vara lika:

Q =1+ K{[Ca®"] + Kyi[Ca?*] + KKy {[Ca®]?

och
Q =1+ Kj[Ca*"] + Ky[Ca?'] + KKy n[Ca®]?

Eftersom termen f6r [Ca?*] méste vara lika oavsett hur vi skrivit
upp problemet ger jamforelse med uppgift 5 att Ky + Ky = K3
(fér bagge polynomen) medan jamforelse med [Ca?*]?-termerna
ger K1Kz = KiKyi1 = KKy

(b) Om Kj = Ky har vi enligt den forsta visade likheten att K = Kiy =
K1/2. Inséttning i sambandet vi vill visa ger

Kin  2Kyn  2KiKp,  4KiKp  4Kp .

- = = 1
Ki Ki K1Ky K% K1

vilket dr uppfyllt om K, > K /4. Alltsa visar data i tabellen ovan
att calbindin binder kalcium kooperativt vid bagge salthalterna.

7
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Utvikning: En ndrmare analys visar att villkoret Ky = Ky dr ono-
digt strikt (d&ven om det faktiskt géller for calbindin). Lat oss
anta att sdate I och II har olika affinitet fOr calcium, dvs ndrmare
bestamt att K; och Ky skiljer sig &t med en faktor a (som kan
vara bdde storre och mindre dn ett, beroende pé vilket sdte som
binder bést). Alltsd har vi Ky = aKj (och Ky = Kyp/a). Vi far

K1:K[+L1K1=KI'(1+IZ)

och K ,
K1=J+KH=KH'(1+—)
a a

Upprepning av ovanstdende rakning ger

Kin  (I+a)Kin - (1+a)KiKy (I+a)- (1 + %) K1Kz

K1 Ky KKy K%
B 1\ Ky ( 1 K
=(1+a) (1+a) Kl_(2+a+a) K
1+a%-2a\ K (a-17?%\ Ky
Y R I 2259
( * a ) K1 ( * a K1>

Eftersom termen (a — 1)?/a > 0 for positiva a har vi nu visat
att kooperativiteten dr minst Ky 1/K; = 4K3/K; men att den kan
vara storre om a avviker fran 1. Eller, uttryckt annorlunda, om

_1)2
Ky > K/ (4 + %) sd dr inbindningen kooperativ men det

racker att finna K, > K1/4 for att garantera kooperativitet.




