Tentamen i KFKF01 Molekyléara drivkrafter 2:
Vaxelverkan och dynamik, 30 maj 2017

Tilldtna hjalpmedel: Minirdknare (med tillhérande handbok), utdelat formelblad med tabellsamling samt SI
Chemical Data och TEFYMA eller motsvarande.

Alla berdkningar skall utforas sa noggrant som méjligt utifran de forutsattningar som ges i uppgiften
och tillgdngliga data i tabellsamling. Slutsatser skall motiveras samt approximationer och berakningar
redovisas. Tag fér vana att alltid gora en rimlighetsbedémning.

For godkant krévs att totala poangantalet pa tentamen och eventuell inldmningsuppgift &r minst 30.

1.

4.

Enzymet FKBP katalyserar cis—trans-isomerisering av aminosyran
prolin. Reaktionen kan skrivas

Pro.s + FKBP —— Proyans + FKBP

FKBPs radie dr ca 2nm. Lat prolin befinna sig i en kort peptid med
radien 0,75 nm.

Uppskatta flodet av peptid till en FKBP-molekyl. Ange svaret i antal
molekyler per sekund. Peptidkoncentrationen &r 16 uM, viskositeten
1,0-1073kgs 'm~! och temperaturen 298 K.

Du fér anta att peptiden diffunderar mycket snabbare dn FKBP.

. Pa en proteinyta (i planet x = 4 sd att proteinet breder ut sig i omradet

x > 4) finns en positivt laddad grupp (+1e) i koordinaten (4,0,0) A
och en negativt laddad grupp (laddning —2e) i koordinaten (4, 4, 0) A.

(a) Berdkna vilket arbete som krévs for att fora en kloridjon fran ett

mycket stort avstand i omgivande vattenfas till punkten (0, 2, 0) A.

Du fér negligera eventuella effekter av ytan i berdkningarna.

(b) Proteinet har en betydligt ldgre relativ permittivitet 4n vattnet.
Om du tar hansyn till detta, skulle arbetet bli storre eller mindre
dn det du berdknade i uppgift (a)? Motivera!

. Lat oss beskriva ett protein med totalladdningen —7e som en sfar med

radien 19 A dir laddningen dr placerad i mitten. Proteinet &r 16st i
en vattenlosning med 40 mM NaCl vid 298 K. Berdkna den elektriska
potentialen samt bade Na*- och Cl™-koncentrationerna vid avstandet
5 A fran proteinets yta.

(a) Berdkna, med Bornekvationen, den fria energidndringen det in-
nebér att féra 1 mol Na*-joner och 1 mol Cl™ -joner fran gasfas till
vattenldsning vid 298 K och oédndlig utspadning. Alltsd, berdkna
AG?® for reaktionen

Na*(g) + Cl™(g) == Na*(aq) + Cl™(aq)

Jonradien kan sattas till 1,7 A fér Na* och 2,2 A for C1™.

(b) Skulle dndringen i fri energi fér ovanstaende process bli hogre el-
ler lagre om en mangd (t.ex. 100 mM) av saltet redan fannsii vat-
tenlosningen? Forklara varfér med ord och visa vilket samband
du skulle anvinda for att utféra berdkningen f6r den processen.

(6p)
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5. a-helixar i proteiner har ett dipolmoment pa ca 3,57 Debye (n dr
antalet aminosyror i helixen). Den elektriska potentialen fran dessa
helixdipoler har ibland antagits vara av betydelse fér bade proteinsta-
bilitet och interaktion med olika typer av ligander. Dipolens riktning
ar parallell med den axel genom helixen som pekar fran C- till N-
terminalen. Du far anta att dipolmomentet dr placerat precis mitt pa
axeln samt att relativa permittiviteten &r 6.

(a) Berdkna interaktionsenergin mellan tva helixdipoler med lang-
den 15 aminosyror om dessa dr placerade antiparallellt med
varandra pa avstdndet 7A (ett typiskt avstdnd mellan tva a-
helixar i ett protein). Ange energin i k] /mol.

(b) Berdkningen av interaktionen i uppgift (a) 4r mycket approxima-
tiv. Man skulle rentav kunna hdvda att den &r felaktig. Varfor?

6. Den okatalyserade hastighetskonstanten kgT for reaktionen

0
CT
Procis > Protrans

for prolin i en peptid har bestamts till ca 0,04s7! vid 298 K. Nér en-
zymet FKBP katalyserar denna reaktion vid samma temperatur (se
uppgift 1) har hastighetskonstanten av andra ordningen for den kata-
lyserade reaktionen bestamts till k& = 3 - 10°M~1s71,

(a) Berdkna AG* for bade den okatalyserade och katalyserade reak-
tionen under antagandet att x = 1.

(b) Berdkna inbindningskonstanten Kg for inbindningen av FKBP
till transition state.

(c) Utnyttja uppgift 1 for att avgora om den katalyserade reaktionen
ar diffusionsbegriansad (beroende pa hur du 16ste uppgift 1 kan
du behova gora ytterligare ndgon berdkning). (6p)

7. En vél designad Monte Carlosimulering (MC) kan potentiellt utfors-

ka ett systems energilandskap mer utforligt &n en molekyldynamik-
simulering (MD), givet att de tva simuleringarna koérs under lika lang
processortid (t.ex. en vecka) pa likadana datorer. Varfor ar det sa?

Ledning: Det finns tva huvudsakliga skil. Det forsta beror pa grund-
principerna bakom metoderna och det andra pa antalet berdkningar
som behover utforas i varje simuleringssteg. (6p)
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8. Nedanstdende figur visar fasdiagrammet for nikotin—vatten under
tryck (sa att systemet &r flytande dven vid hoga temperaturer).

Beskriv vad som hdnder om du varmer ett system som med Xpixotin ~
0,58 fran 50°C till 220°C. Var noga med att beskriva hur systemet for-
dndras, vilka faser som eventuellt uppstar och vid vilka temperaturer
andringarna sker. For full poang skall &ven systemets sammanséattning
vid den temperatur som ges av den vagrita linjen specificeras: Vilka
faser finns dér, vilka sammanséttningar har de och hur stor andel av
systemet befinner sig i respektive fas?

e

Temperature, 6/°C

5

| | [ [
0O 02 04 06 0S8 1

Mole fraction of
nicotine, X,

(6p)

9. Som ni vl kdnner till 4r det inte mojligt att forutsdga fasdiagrammet i
uppgift 8 med Bragg-Williamsmodellen eftersom denna inte ger ratt
temperaturberoende. Istéllet far vi ndja oss med att beskriva systemet
termodynamiskt med den hydrofoba effekten.

(a) Skissa i ett och samma diagram hur Au®, Ah® och TAs® for
processen att fora 6ver nikotin fran ren nikotin till vattenfas be-
ror av temperaturen for att ett fasdiagram av denna typ skall
kunna uppkomma. Det rdcker med det principiella utseendet av
kurvorna. De behover alltséd inte vara kvantitativt korrekta.

(b) Fran figuren fasdiagrammet dr det faktiskt mojligt att avgora
ungefdr vid vilken temperatur Ah® = 0. Gor det och motivera
ditt svar. (6p)
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10. Ett protein kan binda liganden X i tvd olika sdten. Det kan dessutom
binda liganden Y till ett av sdtena (men inte det andra). Nar Y binder
minskar affiniteten av X till det andra satet. Detta kan beskrivas med
foljande jamvikter (dér I och II markerar det forsta och andra sétet):

K K

P+ X = PIX P+ X = Plx
K K

PIX + X == PX, PIX + X == PX,
K K

P+Y —Ply Py + X == PXY

Kx =Ky =1,5-10°M~" och Kxy =1,5-10* M.

(a) Tecknabindningspolynomet Q (du kommer att kunna teckna tva
identiska bindingspolynom eftersom det finns tva reaktionsva-
gar, s bli inte férvirrad av det).

(b) Bestam den fria ligandkoncentration [X] som kravs for att, vid
[Y] = OM, det genomsnittliga antalet bundna X-ligander skall
vara vx = 1,00.

(c) Bestdim det genomsnittliga antalet bundna X och Y om [X] ar lika
med ditt resultat i (b) och om [Y] =3 - 1075 M.
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Losningar Tentamen i KFKF01, 30 maj 2017

1. Stoke-Einsteins ekvation ger peptidens diffusionskonstant D = 2,91 -
1071 m2s~1. Flodet dr 4mDa - C diér C dr koncentrationen peptid och a
ar FKBPs radie. Med partikelkoncentrationen C = Ny -15- 107%-1000 =
9,6 - 10! m™3 fas flodet 7,0 - 10* molekyler per sekund.

For uppgift 6 behover vi dven k, = 4wDa - 1000N = 4,4-10° M 157!
(1000Na enhetsomvandlar fran m3s~! till M~'s71).

2.

(a)

(b)

Avstandet mellan de bagge laddningarna och punkten (0, 2, 0) ar
4,47 A. Alltsa ar elektriska potentialen i denna punkt

_ 1 le 3 2e
" 4meceg \4,47 10710 4,47 -10-10

W = (0,0413 — 0,0826) V

=-41,3mV

Arbetet ges helt enkelt av (fria) energin for kloridjonen da den
placeras i denna potential, dvs w = g = —le - (-0,0413) =
6,61 -10721] = 3,98 k] /mol.

Nagra studenter forsokte sig pa att anvanda AG = (1/2) }; qi¢;.
Detta fungerar tyvéarr inte om man endast raknar 6ver kloridjo-
nen. Faktorn 1/2 i uttrycket kommer ju av att summan rdknar
varje interaktion tva ganger.

Kloridjonen kommer att repelleras av grdnsytan, eftersom det
uppstdr en negativ polarisationsytladdning dar (som om det
uppstod en negativ spegelladdning inuti proteinet). Darfor kom-
mer det att krédvas ett storre arbete (w blir mer positivt).

3. Denna l6ses med 16sningen till LPB for en laddad sfar samt Nernsts
ekvation. 1/x = 152 A ger ¥, = =30,1mV och 1,0(24A) = -17,1mV.
Nernsts ekvation ge sedan koncentrationerna (endast vdrdena vid
24 A soktes i uppgiften):

4.

(a)

r [Na*] /mM [Cl7] /mM
(a 128,9 12,4)
24 A 78,0 20,5

Bornekvationen uppskattar vaxelverkan mellan jonerna och om-
givande 16sningsmedel. For natriumjonen fas

e _ NA€2 1 _ 1
AGQ, = T—— (78,5 1) = —403 k] mol
For kloridjonen fas pa samma sétt AGZ = —312k] mol~!. Den

totala &ndringen i fri energi dr —715 kJ mol ™.

Observera att vimissar tvd bidrag pa detta sdtt (men fragan gallde
endast Bornbidraget). Det ena kommer frén fria energin att 6pp-
na kaviteter i Il6sningsmedlet. Det andra kommer frdn kostnaden
i fri energi (entropi) att byta koncentration mellan standardtill-
stdndet i gasfas (1bar) och standardtillstindet i vattenldsning
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(b)

(b)

(IM). Det forsta kommer att bli signifikant men det andra kan
nistan helt forsummas hér: —RT In (p® /p(1M)) ~ 8 k] mol~! per
jon.

Den skulle bli ldgre (mer negativ, dvs mer gynnsam) eftersom
jonerna skulle vixelverka attraktivt med det “jonmoln” av mot-
satt laddade joner som bildas kring varje jon. Jonerna far alltsa
aktivitetsfaktorer som dr mindre dn 1. Detta bidrag kan berdknas
med Debye-Hiickelekvationen.

Denna uppgift var lite olyckligt formulerad. Det borde statt “av
ettannat salt, t.ex. KBr” eftersom avsikten var att processen dven i
(b) skulle ske vid odndlig utspadning. Darfor har ganska manga
borjat tanka pd koncentrationens betydelse f6r AG. Den som
resonerade ritt har, dvs att AG (nu inte med ) skulle bli hogre
dan AG*® (alltsd mindre negativ), fick poang for det (vattnet har
ju redan 16st en del salt och drivkraften for att 16sa mer ar alltsa
lagre &n vid odndlig utspadning). Med andra ord 6kar 16sningens
blandningsentropi mer vid en tillsats av joner da man &r vid
odndlig utspadning &n da man ar vid en hogre koncentration.
For att klargora vad jag menar ovan kan vi t.ex. se pa natriumjo-
nen

u(ag) = u°(aq) + RTIny + RT In ([Nal/(1M))

Jag onskade att fa ett svar kring RT In y-termen (som blir < 0)
men flera valde att resonera kring RT In([Na]/(1 M))-termen,
som kommer att vara hogre (mindre negativ) vid 100 mM NaCl
an vid odndlig utspddning.

Detjobbigaste med denna uppgift dr nog att fundera ut vinklarna
som behovs for att rdkna ut interaktionen mellan de bagge dipol-
momenten, som bagge dr u = 15-3,5 =52,5D =1,75-1002 Cm™1.
Kom ihag att z-axeln &r definierad som att ga igenom centrum
av dipolerna. Eftersom dipolerna dr antiparallella (tink er tva
motriktade blyertspennor som ligger bredvid varandra) maste
darfor g1 — @2 = moch 61 = 6, = /2. Vi far

1 2

Moe T are eord (sin 07 sin 0, - cos(¢1 — ¢2) — 2 cos 01 cos 05)
T
2
s [ {5) w20 (3)
e L S _1. _ 2 i
47—[51*607’3 sin > COS Tt CcOS >
2
RV : — - (17+(-1) = 0) = ~1,34-107"] = 80,7 K mol !
TUELEQ

Detta ar alltsa en ganska stor energi, vilket beror pa att det dr sa
stora dipolmoment.

Problemet dr att vi bara kan approximera en laddningsfoérdelning
som en ideal dipol (placerad i en enda punkt utan utbredning)
pé stora avstdnd. 7 A &r ett litet avstdnd jamfort med de bagge
helixarnas langd. En béttre beskrivning vore att placera ut re-
alistiska partialladdningar i helixarna och sedan berdkna totala
interaktionen mellan de bagge helixarnas partialladdningar.
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6.

(a)

(b)

(©)

Eyringekvationen, k = (kT /h) - K, ger Kty = 6,44 - 10715 for
den okatalyserade reaktionen och K¥.,t = 4,83 - 1077 M~ f6r den
katalyserade.

Med hjilpav AG* = =RT In Kt beriknas sedan AGg = 81,0kJ mol ™!
och AGY, = 36,0k mol!.

Kommentar om enheterna: Flera skrivande pa tentamen undrade

over enheten pd k&, Kom ihag att jamviktskonstanten Koy r

associationsjamvikten mellan transition state och reaktanterna,
dvs

déar [ﬁi] ar koncentrationen transition state-komplex, [E] dr kon-
centrationen FKBP och [P] dr koncentrationen peptid. Enheten
M1 i hastighetskonstanten uppkommer alltsa fran enheten for
jamviktskonstanten K. Som ni férhoppningsvis minns fran
termodynamikkursen bor egentligen alla jaimviktskonstanter de-
finieras sa att de blir enhetsldsa, t.ex.

o . [EP/am
“t T [El/AM) - [P]/AM)

Gor man det forsvinner M~! fran bade jamvikts- och hastighets-
konstanterna. Nackdelen med detta dr dock att man dé inte lang-
re, genom att kika pa enheten for K, enkelt kan se vilket standard-
tillstdnd som é&r valt.

Paulings princip ger direkt Kg = kg¥ / kgT =75-10" ML
Om man misslyckats att hitta denna i formelsamlingen eller rent

allmént vill forsta varfor den blir som den blir kan man gora

— [EPf] [EPY] [P] — 1 k&
Kg = — = - — :Kica — = —
" el EIPL R YK, kY

dédr andra likheten fas genom att forlanga med [P] och den fjarde
med hjélp av Eyringekvationen.

I uppgift 1 uppskattades k, = 4,4 - 10° M~!s7!. Eftersom den
experimentella hastighetskonstanten (k&) dr mycket mindre &n
k, ar det ndgot annat som begréansar hastigheten dn diffusionen.

Alltsa dr den katalyserade reaktionen inte diffusionsbegransad.

7. Eftersom ledningen var ganska rejdl behover svaret ges med viss de-

taljrikedom.

For full podng boér man skriva nagot om att man i en MC kan tvinga
systemet att ta ofysikaliska sprang i energilandskapet. Exempelvis
kommer en MC-forflyttning att accepteras om den nya energin blir
lagre &n den gamla dven om steget involverar ett hopp 6ver en hog
energibarridr. I en MD-simulering skulle simuleringen behéva “run-
da” barridren, vilket kan ta vildigt ldng tid.
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Det andra skalet &r att man i en MD behover berdkna bade energin och
kraften (sa att nya hastigheter for molekylerna kan berdknas) i varje
simuleringssteg. Kraften &r ju dessutom en tredimensionell vektor, s&
i princip behover tre derivator av energin berdknas for varje atom. I
en MC berdknas endast energin i varje steg. Givet att man har exakt
samma system (lika manga atomer och likadant kraftfalt) behovs alltsa
ndstan fyra ganger fler berdkningar i varje steg i en MD.

8. For full podng maste det framga att

e vid temperaturen 50°C befinner sig systemet i en enda vétskefas.

e vid 61°C delar systemet sig i tvd olika faser. Det dr mer av den
nikotinrika fasen dn av den vattenrika (molbraket 0,58 befinner
sig ndrmare hoger kant av tvafasomradet dn vénster).

e da temperaturen fortsdtter 6ka minskar halten nikotin i den vat-
tenrika fasen och halten vatten i den nikotinrika fasen (dmnena
l6ser varandra samre och samre).

o vid ungefar 155°C borjar &mnena losa varandra béttre igen, dvs
halten nikotin i den vattenrika fasen och halten vatten i den
nikotinrika fasen borjar 6ka.

e Over 210°C atergar systemet till endast en vétskefas.

e vid den vagrita lingen dr det en fas med xpikotin = 0,16 och en
med Xpikotin = 0,85. Havstdngsregeln ger darfor att kvoten mellan
hur stor del av systemet som &r i den nikotinrika fasen och den
vattenrika fasen ar (0,58 — 0,16)/(0,85 — 0,58) = 1,56, dvs 61% av
systemet (det totala antalet mol) befinner sig i den nikotinrika
fasen.

Parentesisk information: Vid rdttningen visade det sig att en nagra
(kanske 10 stycken) tror att havstangsregeln ger hur mycket av t.ex.
nikotinet som befinner sig i respektive fas. Detta dr alltsa inte ratt tolk-
ning men om man vill veta kan det enkelt berdknas ur ovanstdende
(ges utan hédrledning men gor gidrna det sjdlva. Man vet ju aldrig vad
som dyker upp pa kommande tentamen):

0,16-(1-0,61) _

andel av nikotinet i vattenrik fas = 058 0,11
andel av nikotinet i nikotinrik fas = % =1-0,11=0,89

9. (a) Bilden du behover rita dr i princip identisk med bokens figur
31.1b (med ett annat temperaturintervall pa x-axeln, forstds).

(b) van’t Hoffs ekvation sdger att Ah® = 0da dInK/dT = 0. Det &r
temperaturen dér systemet “vander” fran att &mnena l6ser sig
sdmre i varandra da temperaturen okar (dvs d InK/dT < 0 om
K t.ex. definieras som Xpikiw/¥nikinik) till att de borjar 16sa sig
béttre i varandra igen (4 InK/dT > 0), dvs l6slighetsminimum
vid ca 155°C. Detta ar temperaturen T},.
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10. (a) Totalkoncentrationen protein &r
cp = [P] + [P'X] + [P"X] + [PXz] + [PTY] + [PXY]

Eftersom det finns tva satt att teckna [PX;] (den bildas antingen
fran [PIX] eller fran [P!X]) gar det nu att fa tva bindningspo-
lynom. Dessa kommer dock att bli exakt lika eftersom det ar
samma jamviktskonstant Kx for bagge reaktionsvigarna.?
cp = [P] +2[P][X]Kx + [P'X][X]Kx + [PI[Y]Ky + [P"Y][X]Kxy
= [P] +2[P][X]Kx + [PI[X]*K% + [PI[YIKy + [PI[X][Y]KyKxy
= [P] (1 + 2Kx[X] + KX [X]* + Ky[Y] + KyKxy[X][Y])

sa att

Q =1+ 2Kx[X] + K%[X]* + Ky[Y] + KyKxy[X][Y]

(b)

oo IXI 40 _ 2Kx[X] + 2K5 [X]? + Ky Kxy[X][Y]
QT dIX] T 1+ 2Kx[X] + K2IXP + Ky [Y] + KyKxy[XI[Y]

Vi pluggar in detta i Solver, med [Y] = 0 och vx = 1,00 och finner
[X] = 6,67 uM.

(c) Har behover vi dessutom

Y] dQ Ky[Y] + KyKxy[X][Y]

TIQ AT T T+ 2Kk IX] + KE X + Ky[Y] + Ky Ky [XI[Y]

Insadttning av [X] = 6,67 pM och [Y] = 30 uM ger vx = 0,50 och
vy = 0,55.

"Hade man haft olika bindningskonstanter f6r de bdgge reaktionsvdgarna hade man
kunnat teckna bégge polynomen for att finna relationer mellan de olika jamviktskonstanter-
na (se t.ex. tentamen fran 2016). Sag t.ex. att det finns fyra jamviktskonstanter for inbindning
av en X, beroende pa vilket sdte som binder forst: K%,Kg(l , Kg&” och Kg(” Detta ar jamvikts-
konstanterna for de fyra forsta jamvikterna. Da fas bindningspolynomen

Q =1+ (K + KINIXT + KL K IXI? + Ky [Y] + Ky Kxy [XI[Y]

och
Q =1+ (K + KIDIX] + KK X2 + Ky [Y] + Ky Kxy [XI[Y]

vilket visar att det ar omojligt att bestaimma Kg( och Kg separat om man har ett experiment

som endast méter antal bundna ligander (det 4r summan av dem som upptrader som
koefficient for [X]). For att separera dem behdver man ett experiment som specifikt kan

mata forekomsten av ligand i varje séte. Vi har dven visat att K;K%H = Kg K;I’I.




