VaVa:n kemian laskarit 2.5.

Kemiallinen reaktio ja tasapaino



Paivan ohjelma

- Michaelis-Menten —kinetiikka tehtavista 2 ja 5

- Tauko (10min)
- Tehtava 4
- Muiden tehtavien vastaukset



Tehtava 2:

* Biokemian ja molekyylibiotieteiden yhteisvalinta 2023, t. 3.12
* Entsyymikinetiikka ja entsyymien toiminta erittain oleellisia
* Nykyisin biokemia ja molekyylibiotieteet valintakokeen B alla!



B-galaktosidaasi on entsyymi, joka pilkkoo laktoosia (maitosokeri) galaktoosiksi ja
glukoosiksi. Entsyymin toiminta noudattaa yhtaloa

jossa v on alkunopeus (mitattu nopeus), Vmax on entsyymin maksimaalinen
nopeus, Km on Michaelis-vakio (entsyymille ominainen vakio) ja [S] on

substraattikonsentraatio (laktoosi). Kyseiselle entsyymille Vmax= 100 mmol/min
ja Km= 0,1 uM.



Michaelis-Menten —kinetiikka

» Kasittelee yksinkertaista yhden substraatin ja yhden tuotteen
entsymaattista reaktiota

* Reaktion nopeus riippuu substraatin konsentraatiosta ja reaktiota
katalysoivasta entsyymista
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Kyseiselle entsyymille Vmax= 100 mmol/min ja Km= 0,1 uM.

a) Missa laktoosikonsentraatiossa [3-galaktosidaasin nopeus on 50 mmol/min?
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TAI

a) Missa laktoosikonsentraatiossa [-galaktosidaasin nopeus on 50 mmol/min?

<

Vmax
V=
2
pmol
K,, =0,1 mol




b) Olet puhdistanut B-galaktosidaasientsyymieridn E. coli-bakteerista ja testaat
entsyymin toimintaa. Tati varten tarvitset substraattiliuoksen. Substraattina
kaytetddn laktoosinkaltaista yhdistetta ONPG (ortonitrofenyyli-B-galaktosidi), joka
muodostaa hajotessaan varillisen yhdisteen ja on nain helppo detektoida.

Haluat valmistaa 200ml 0,5M ONPG-varastoliuosta. Paljonko ONPG:ta pitaa
punnita liuosta varten? ONPG:n moolimassa on 301,251 g/mol.

V (ONPG) = 200ml

= 30,125 g




c) Valmistamastasi ONPG-varastoliuoksesta on tarkoitus valmistaa erdaseen
kokeeseen 250 ml kdyttoliuosta, jonka pitoisuus on 100 mM. Kuinka monta
millilitraa tarvitset varastolivosta kayttoliuoksen valmistukseen?

Vier = Vaeo )

Vo = 250 ml
— 50 ml




d) Olet testannut B-galaktosidaasientsyymisi toimintaa kahdella eri
substraattikonsentraatiolla, jotka ovat [S]=0,1M ja [S]=0,01M ja olet saanut
tulokseksi molemmissa mittauksissa saman nopeuden. Osoita, miksi
kymmenkertainen ero [S]:ssa e1 vaikuta entsyymin nopeuteen.

Kyseiselle entsyymille Vmax= 100 mmol/min ja Km= 0,1 uM.
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Michaelis-Menten —kinetiikka

» Kasittelee yksinkertaista yhden substraatin ja yhden tuotteen
entsymaattista reaktiota

* Reaktion nopeus riippuu substraatin konsentraatiosta ja reaktiota
katalysoivasta entsyymista
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d) Olet testannut B-galaktosidaasientsyymisi toimintaa kahdella eri
substraattikonsentraatiolla, jotka ovat [S]=0,1M ja [S]=0,01M ja olet saanut
tulokseksi molemmissa mittauksissa saman nopeuden. Osoita, miksi
kymmenkertainen ero [S]:ssa e1 vaikuta entsyymin nopeuteen.

mmol mmol mmol mmol
_ 100 min -~ 100 min L 100 min -~ 100 min
1 1 - 1 1
1+ 100 1+ o
B mmol mmol
= 100 min — V;nax = 100 min — ‘/max
Vastaus:

Entsyymin kaikki sitoutumispaikat ovat taynna molemmilla substraattikonsentraatioilla.
Entsyymi siis toimii maksiminopeudella, jolloin kymmenkertainen ero [S]:ssa ei vaikuta sen
nopeuteen. Tahan riittaa vastaukseksi pelkka ylla oleva osoitus laskujen avulla!



Tehtava 5:

* Laakis 2021, 1. 12
* Lisaa entsyymikinetiikkaa, nyt yhdistettyna entsyymi-inhibitioon

* Erittain uhkaavan nakoinen sanahirvio, johon lopulta
“yksinkertainen” vastaus



Entsyymit ovat biologisia katalyytteja, jotka nopeuttavat reaktioita muuttamalla reaktiomekanismia.
Yksinkertaistettuna: Entsyymi (E) sitoutuu 1dhtoaineeseen eli substraattiin (S). Talloin muodostuu entsyymi—
substraattikompleksi (ES), joka reagoi edelleen tuotteeksi (P). Entsyymi vapautuu katalysoimaan uutta reaktiota.’

Entsyymin toimintaa voidaan hidastaa inhibiittoreilla (I), jotka voivat toimia usealla mekanismilla. Inhibiittori voi
sitoutua vapaaseen entsyymiin (inhibitiotapa 1), entsyymi—substraattikompleksiin (inhibitiotapa 2) tai nithin
molempiin (inhibitiotapa 3). Ensimmaista vaihtoehtoa kutsutaan kilpailevaksi entsyymi- inhibitioksi ja kaksi
muuta ovat ei-kilpailevia. Entsyymin, substraatin ja ES:n vélisti tasapainoa kuvaa dissosiaatiovakio K, joka on
tasapainovakio ES:n hajoamisreaktiolle E:ksi ja S:ksi.

Entsyymin ja inhibiittorin sitoutumista entsyymi-inhibiittorikompleksiksi (EI) kuvaa dissosiaatiovakio K;, joka on
tasapainovakio EI:n hajoamiselle E:ksi ja I:ksi tai entsyymi—substraatti—inhibiittorikompleksin (ESI) hajoamiselle
ES:ksi ja L:ksi.

Entsyymin katalysoiman reaktion alkunopeudelle vo voidaan johtaa inhibitiotapoja vastaavat yhtilot (kuva 12-1,
1-3). Yhtaloissa oleva vakio K, on aina suurempi tai yhtd suuri kuin dissosiaatiovakio Ks. Vi on entsymaattisen
reaktion suurin mahdollinen nopeus tietylla entsyymikonsentraatiolla. Alkunopeudella tarkoitetaan reaktion
nopeutta tilanteessa, jossa tuotetta ei ole ehtinyt muodostua niin paljon, ettd se vaikuttaisi oleellisesti 1ahtoaineen
konsentraatioon. Kéanteista reaktiota tuotteesta takaisin substraatiksi ei tialloin oteta huomioon.



Kuva 12-1. Laatikoissa on esitetty inhibitiotapojen 1-3 reaktiot ja alkunopeuden yhtalot.



Michaelis-Menten —kinetiikka

» Kasittelee yksinkertaista yhden substraatin ja yhden tuotteen
entsymaattista reaktiota

* Reaktion nopeus riippuu substraatin konsentraatiosta ja reaktiota
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Kuva 12-1. Laatikoissa on esitetty inhibitiotapojen 1-3 reaktiot ja alkunopeuden yhtalot.



a) Taydenna alla olevaan taulukkoon (L1) entsyymin katalysoiman reaktion tuotteen konsentraatiot ajanhetkilla
0,0 s, 5,0 sja 10,0 s reaktion kdynnistamisesta alkaen. Substraattikonsentraatiot ovat (i) 0,20 mol/I ja (i1) 0,050
mol/l. Entsyymi toimii kuvan 12-2 mukaisesti, ja reaktioissa inhibiittorikonsentraatio [I] on 0,00 mol/Il.

- [S] = 0,20 moV/l [S] = 0,050 mol/l
£=0,0s [P] = [P]=
(=505 [P] = [P]=
=100 [P] = [P]=

Kuva 12-2. Entsymaattisen reaktion alkunopeus (vo) substraattikonsentraation
([S]) funktiona. K, on sama kaikissa reaktioissa, samoin Ks ja Vmax. Kéyrdlld A

on esitetty tilanne ilman inhibiittoria ([I]=0 mmol/l1). K&yrien B-D reaktioissa
[I]= 0,010 mmol/l ja K; = 0,010 mmol/I.
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b) Yhdisti inhibitiotapa (1-3) sitd vastaavaan kuvan 12-2 kayrdan (B, C, D).

Kuva 12-2. Entsymaattisen reaktion alkunopeus (vo) substraattikonsentraation
([S]) funktiona. K, on sama kaikissa reaktioissa, samoin Ks ja Vmax. Kéyrdlld A

on esitetty tilanne ilman inhibiittoria ([I]=0 mmol/l1). K&yrien B-D reaktioissa
[I]= 0,010 mmol/l ja K; = 0,010 mmol/I.



b) Yhdisti inhibitiotapa (1-3) sitd vastaavaan kuvan 12-2 kayrdan (B, C, D).

X

Kuva 12-2. Entsymaattisen reaktion alkunopeus (vo) substraattikonsentraation
([S]) funktiona. K, on sama kaikissa reaktioissa, samoin Ks ja Vmax. Kéyrdlld A

on esitetty tilanne ilman inhibiittoria ([I]=0 mmol/l1). K&yrien B-D reaktioissa
[I]= 0,010 mmol/l ja K; = 0,010 mmol/I.



Tauko (15min)

Kysymyksia? Kommentteja?



Tehtava 4:

* Valintakoe B, tehtava B9

* Hankala tehtava, yhdistaa biokemiaa, orgaanista kemiaa seka
tasaspainoreaktioita

* Loistava tapausesimerkki kokeen loppupaan kemian tehtavista!!



Selenoproteiinit sisaltdvit seleenid, jota on selenokysteiinitdhteessd. Selenokysteiinid voidaan pitdd DNA:n
koodaamana aminohappona, koska se liitetidn muodostuvaan polypeptidiketjuun UGA-lopetuskodonin avulla.

Selenokysteiinitdhde 10ytyy esimerkiksi glutationiperoksidaasista. Tédlla entsyymilld on kvaterndarirakenne, joka
koostuu samanlaisista alayksikoista eli polypeptidiketjuista. Glutationiperoksidaasi katalysoi vetyperoksidin ja
glutationin reaktiota vedeksi ja glutationidisulfidiksi.

a) Glutationiperoksidaasi sisiltda 0,34 massaprosenttia seleenid. Glutationiperoksidaasin moolimassa maaritettiin
geelisuodatuksella. Tulokseksi saatiin 93 000 g/mol. Kuinka monta polypeptidiketjua on timéan perusteella
glutationiperoksidaasin kvaterndarirakenteessa?



Primary

Proteiinin rakenne

Secondary
Q
D
x

B-sheet
(3 strands)

* Proteiinit ovat noin 20 aminohaposta
Koostuvia polymeereja (polypeptideja)

Tertiary

* Primaarirakenne = aminohappojen sekvenssi

* Sekundaarirakenne = Peptidirungon
konformaation tuottamat rakenteet

e Tertiaarirakenne = sekundaarirakenteiden
yhdistelmat, yksittaisen proteiiniyksikon
avaruusrakenne

Quaternary

* Kvaternaarirakenne = monen
proteiinialayksikon muodostama kompleksi




Selenoproteiinit sisaltdvit seleenid, jota on selenokysteiinitdhteessd. Selenokysteiinid voidaan pitdd DNA:n
koodaamana aminohappona, koska se liitetddn muodostuvaan polypeptidiketjuun UGA-lopetuskodonin avulla.

Selenokysteiinitdhde 10ytyy esimerkiksi glutationiperoksidaasista. Tédlla entsyymilld on kvaterndarirakenne, joka
koostuu samanlaisista alayksikoista eli polypeptidiketjuista. Glutationiperoksidaasi katalysoi vetyperoksidin ja
glutationin reaktiota vedeksi ja glutationidisulfidiksi.

a) Glutationiperoksidaasi sisaltda 0,34 massaprosenttia seleenid. Glutationiperoksidaasin moolimassa maaritettiin
geelisuodatuksella. Tulokseksi saatiin 93 000 g/mol. Kuinka monta polypeptidiketjua on tdimén perusteella
glutationiperoksidaasin kvaterndarirakenteessa?

Moolissa glutationiperoksidaasia on

0,0034 - 93 000 g = 316,2 g Seleenid

T4lloin moolissa glutationiperoksidaasia on
316,2¢

78,96 —

mol

~ 4 mol geleenii.

Yhdessé glutationiperoksidaasissa on siis neljd seleeniatomia. Koska jokaisessa polypeptidiketjussa
on yksi selenokysteiini, glutationiperoksidaasilla on titen neljd polypeptidiketjua.




b) Oheisessa kuvassa on esitetty vasemmalla selenokysteiinin rakennekaava, titrauskayré seka funktionaalisten
ryhmien happovakioiden arvot. Jokainen funktionaalinen ryhma on esitetty happomuodossa. Oikealla on esitetty
selenokysteiinin happo-emidsmuodot 1-8.

Mitd muotoja 1-8 on titrauskdyran pisteissd A—F, ja kuinka suuri osuus kutakin
muotoa on selenokysteiinin kokonaisainemaaraan nihden naissa pisteissa?



Titraus

* Liuosten reaktioihin perustuva aineen
konsentraation maaritysmenetelma

* Happo-emastitrauksessa neutralisaatioreaktio

* Yleisimmin vahvaa happoa tai emasta lisataan
tunnetussa konsentraatiossa liuokseen

e Tavallisessa titrauksessa tunnettua liuosta lisataan
kontrolloidusti, kunnes kaikki liuos on neutraloitunut
* Titrauksen ekvivalenttikohta



Titrauskayran tulkinta

* Kun vahvaa happoa titrataan vahvalla emaksella (tai toisin pain),
neutraloitumisesta seuraa vetta ja suola

* Talloin ekvivalenttikohdassa pH on 7

* pH muuttuu nopeammin lahempana ekvivalenssikohtaa
* Asteikon logaritmisuus

HCl + NaOH — NaCl + HO * .

T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
mL NaOH added



Titrauskayran tulkinta

* Kun heikkoa happoa titrataan vahvalla
emaksella (tai toisin pain), neutraloitumisesta
seuraa aina vastinemaksen (-hapon) suola

* Ekvivalenssikohdassa pH on usein jotain muuta
kuin tasan 7

* pH muuttuu nopeammin lahempana
ekvivalenssikohtaa

* Asteikon logaritmisuus

* Hapon ja sen vastinemaksen muodostama
liuos aiheuttaa puskurivaikutuksen



Titrauskayran tulkinta

* Kun polyproottista happoa titrataan vahvalla
emaksella (tai toisin pain),

neutraloitumisreaktioita on useita . _—
* Titrauksella on useampi ekvivalenssikohta l0- /4 20d eq poit |
* pH muuttuu nopeammin lahempana AT / — T
ekvivalenssikohtia o
- Asteikon logaritmisuus T /' steapoint | |
* Hapon ja sen vastinemaksen muodostama T
liuos aitheuttaa puskurivaikutuksen T 1o 20 a0 40 s w0 70 s

mL NaOH Added

NaHSO3; + NaOH — NaySOs + H>O



b) Oheisessa kuvassa on esitetty vasemmalla selenokysteiinin rakennekaava, titrauskdyra sekéd funktionaalisten

ryhmien happovakioiden arvot. Jokainen funktionaalinen ryhma on esitetty happomuodossa. Oikealla on esitetty
selenokysteiinin happo-emidsmuodot 1-8.

=2.01
pK,=9,96
= 5,24

“Heikon hapon pKa-arvo kertoo pH-arvon, jossa happo on puoliksi

deprotonoitunut. Kun liuoksen pH-arvo laskee pKa-arvon

alapuolelle, yli puolet haposta on protonoituneena ((HA] > [A—]).

Kun liuoksen pH-arvo nousee pKa-arvon yldpuolelle, yli puolet
’ haposta on deprotonoituneena ((HA] <[A—]).”

A: 50% yhdiste 5, 50% yhdiste 7
B: 100% yhdiste 7

’ C: 50% yhdiste 7, 50% yhdiste 8
D: 100% yhdiste 8

’ E: 50% yhdiste 4, 50% yhdiste 8
’ F: 100% yhdiste 4

Mita muotoja 1-8 on titrauskdyran pisteissd A—F, ja kuinka suuri osuus kutakin
muotoa on selenokysteiinin kokonaisainemairain nihden naissa pisteissa?



c) Kuinka monta puskurointialuetta selenokysteiinilla on?

=2.01
pK,;=9,96
=5,24

“Heikon hapon pKa-arvo kertoo pH-arvon, jossa happo on puoliksi
deprotonoitunut. Kun liuoksen pH-arvo laskee pKa-arvon
alapuolelle, yli puolet haposta on protonoituneena ((HA] > [A—]).
Kun liuoksen pH-arvo nousee pKa-arvon yldpuolelle, yli puolet
haposta on deprotonoituneena ((HA] <[A—]).”

A: 50% yhdiste 5, 50% yhdiste 7
¥ B: 100% yhdiste 7

¥ C: 50% yhdiste 7, 50% yhdiste 8
D: 100% yhdiste 8

E: 50% yhdiste 4, 50% yhdiste 8
F: 100% yhdiste 4

V: Kolme puskurointialuetta



Muut tehtavat



Tehtava 1

Narastysladke sisiltda antasideja, jotka neutraloivat mahahappoa eli
maharauhasten katesolujen erittamia suolahappoa. Erdan narastysladkkeen
imeskelytabletti sisaltda 680 mg kalsiumkarbonaattia ja 80 mg
magnesiumkarbonaattia. M(CaCO3) = 100,09 g/mol ja M(MgCO3) =84,32 g/mol.

Kirjoita neutraloitumisreaktioiden tasapainotetut reaktioyhtalot

olomuotomerkintoineen.

2 HCl (aq) + CaCO3 (aq) — CaCls (aq) + H O (I) +COy (g)

2 HCl (aq) + MgCO3 (aq) — MgCly (aq) + H O (1) + COy (g)



Kuinka monta milligrammaa suolahappoa voidaan neutraloida yhdella tabletilla?

n (HCI) =2 - n (CaCO3) = 0,01358778 mol n(HCI) =2 -n (MgCO3;) = 0,00189753 mol

n(HCI),,, = 0,01358778 mol + 0,00189753 mol = 0,0154853 mol



Tehtava 3

Disulfiraami on alkoholismin hoidossa kaytettava ladkeaine:

)k S
) T

Disulfiraamia voidaan valmistaa kaksivaiheisella synteesilla. Ensimmaisessa vaiheessa
muodostuu natriumdietyyliditiokarbamaattia, kun hiilidisulfidi, dietyyliamiini ja
natriumhydroksidi reagoivat alla olevan reaktioyhtdalon mukaisesti.

CS, + C4HN + NaOH = CsHoNS,Na + H,O




Tehtava 3



Tehtava 3

2 C5H10N82Na + Clz_) C10H20N284 + 2 N8C|

Vastaus: kloorikaasun paine valmistuksen jalkeen on noin 167 kPa



Kiltos osallistumisesta,
tsemppia opiskeluun!



