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Biokemi C


Biokemi C - Kapitel 19
1. Angive de måder til indbygning af nitrogen- og kulstofatomer, der anvendes i biosyntesen af purin ribonukleotidet IMP ud fra ribose-5-fosfat

Devlin, s. 830-, fig. 19.7

· Purin ringen syntetiseres de novo i vores celler ved forbrug af:

· Aminosyrer som kilde af C og N-atomer

· CO2 som kilde af C-atomer

· Tetrahydrofolat (H4-folat) som kilde af C1-enheder (H4-folat gendannes i nogle af reaktionerne)

· Slutproduktet af de novo syntesen er IMP (inosin 5’-monofosfat)
· Der er alt i alt 10 trin i syntesen; alle enzymerne ligger i cytosolen 

· Der forbruges 6 ATP for dannelse af en IMP

Skematisk oversigt

· Ribose-5-fosfat dannes ud fra pentose-fosfat pathway

· Ribose-5-fosfat omdannes til 5-fosforibosyl-1-pyrophosphat (PRPP) under forbrug af ATP

· Ved fraspaltning af PPi og transaminering af glutamin, dannes der 5’-fosforibosylamin (PRA)
· Dette er det første trin i dannelsen af IMP

· Dette er også det kommitterende trin og er godt reguleret
· Purin ringen dannes videre fra – NH2 gruppen

· N-C forbindelsen mellem ribosen og amino-gruppen vil til sidst være N-glykosidbindingen

· Til sidst dannes der inosin-5-monofosfat (IMP)
· De forskellige komponenter af purin ringen kommer forskellige steder fra:

· Glutamin: 

· N-3 

· N-9
· Glycin: 

· C-4 

· C-5 

· N-7

· N10 – tetrahydrofolat – kan få formyl-gruppen CHO fra flere forskellige aminosyrer 
· C-2

· C-8

· Aspartat

· N-1 

· HCO3
· C-6

2. Angive omdannelsen af IMP til ATP og GTP

Devlin, s. 833

Stryer, s. 701

· IMP – inosin monofosfat er det første nukleotid som dannes via de novo syntesen og kan omdannes til AMP og GTP
· Adenylat (AMP) – dannes fra inosinat ved erstatning af karbonyl-oxygen C=O, på C6 med en NH2 – gruppe. 
· IMP reagerer med aspartat via adenylosuccinat synthetase ved dannelse af adenylosuccinat. Der forbruges en GTP, som nedbrydes til GDP + Pi
· Der elimineres en fumarat fra adenylosuccinat via adenylosuccinase. Produktet er AMP.
· Guanylat (GMP) – syntetiseres ved oxidation af inosinat til xanthylat, efterfulgt af inkorporering af NH2 grupper på C2. 
· IMP gennemgår en reduktionsreaktion katalyseret af IMP dehydrogenase. NAD+ reduceres til NADH. CH i position C2 erstattes med C=O. Produktet hedder xanthosin 5’-monofosfat
· Glutamin overfører sin NH2 amid-gruppe til XMP ved dannelse af glutamat. Reaktionen er katalyseret af GMP-synthetase. Der forbruges en ATP, som nedbrydes til AMP og PPi. 
· Dannelse af ATP og GTP fra IMP sker ikke tilfældigt
· For dannelsen af GTP, er det ATP som tilføjer det nødvendige energi
· For dannelsen af ATP, skal der GTP være til stede for at tilføje det nødvendige energi
· Dette er en reciprok regulerings mekanisme
· AMP og GMP omdannes til hhv. ATP og GTP ved brug af:
· Nukleosid 5’-monofosfat kinase

· Nukleosid 5’-disfosfat kinase

3. Angive reguleringen af purin ribonukleotidsyntesen
Devlin, s. 833-4, fig. 19.13, fig. 19.12

Stryer, s.707-708

Reguleringen af purin ribonukleotidernes syntese sker hovedsageligt via feedback inhibition

· Glutamin PRPP amidotransferase

· Glutamin PRPP amidotransferase katalyserer det kommitterende trin i purin nukleotid biosyntesen, dvs. omdannelsen af PRPP til 5-phosphoribosyl-amin

· Enzymet hæmmes af slutprodukterne af biosyntesen: IMP, GMP og AMP. I disses tilstedeværelse danner enzymet en dimer som er mindre aktiv

· Enzymet aktiveres af PRPP, således at den findes i sin aktive monomere form 

· Der findes forskellige sites for binding af nukleotiderne på enzymet:

· For oxypurin nukleotider – IMP, GMP

· For aminopurin nukleotider – AMP

· Når de er alle sammen til stede inhiberes enzymet endnu mere

· Der ses forskel i kinetikken af enzymet afhængig af substratet:

· Hyperbolsk kinetik for glutamin, som findes i små koncentrationer inde i cellen

· Sigmoidal kinetik for PRPP

· IMP forgreningspunktet

· Reaktionerne hvor IMP omdannes til AMP og GMP er også regulerede
· AMP inhiberer adenylosuccinat synthetase - katalyserer omdannelsen af IMP til AMP, som er det hastigheds begrænsende trin i syntesen af AMP
· GTP inhiberer IMP dehydrogenase, som omdanner IMP til XMP, som er det hastigheds begrænsende trin i XMP syntesen
· Kompetitiv inhibition

· Reciprokt substrat ratio

· I de fleste celler (ATP+ADP+AMP)/(GTP+GDP+GMP) = 4 til 6 / 1
· Da dannelsen af AMP afhænger af GTP og dannelsen af GMP afhænger af ATP, kan de overnævnte ratioer have en regulerende virkning på selve biosyntesen
· Manglende regulering medfører overproduktion af purin nukleotider, samt af deres slutprodukt – uric acid (urin syre) 
4. Beskrive salvage pathways af guanin, hypoxantin og adenin og angive disses pathways betydning

Devlin, s. 834-5, fig. 19.14

Stryer, s.698-9

· Purin nukleotiderne, udover af syntetiseres de novo, kan syntetiseres via to salvage pathways:

· ud fra purin baser 
· ud fra nukleosider

· Disse salvage pathways sparer cellen meget energi

Salvage pathway ud fra purin baser

· Purin baserne kan dannes ved hydrolytisk degradering af nukleinske syrer og fra nukleotider (altså fra nukleotid turn over) samt tilføres via kosten 
· Fri base + PRPP ​⇒ nukleotid 5’-monofosfat + PPi

· Der er to enzymer som katalyserer dette reaktion

· Adenin fosforibosyltransferase (APRTase)

· Hypoxanthin-guanin fosforibosyltransferase (HGPRT)

· Adenin fosforibosyltransferase (APRTase)

· Adenin + PRPP ⇒ AMP (adenylat) + PPi

· Adenin for dette reaktion syntetiseres af polyaminer 

· Hypoxanthin-guanin fosforibosyltransferase (HGPRTase)

· Guanin + PRPP ⇒ GMP (guanylat) + PPi

· Hypoxanthin + PRPP ⇒ IMP (inosinat) + PPi

· Kompetitiv inhiberet af GMP og IMP

· Hypoxanthin og guanin kommer fra degradering af endogene og eksogene purin nukleotider

· Dannelsen af AMP og GMP fra salvage pathways inhiberer de novo syntesen af puriner fordi:
· PRPP opbruges i salvage pathway
· AMP og GMP udøver feedback inhibition på de novo syntesen pathway
Salvage pathway ud fra nukleosider

· Nukleosiderne fosforyleres af kinaser, der bruger ATP som fosfat donor. 
Betydning af pathway

· Sparer energi i cellen
· Muliggør syntese af nukleotider ud fra fri baser og nukleosider 

5. Angive at purin ribonukleotid nedbrydningsprodukterne hypoxantin, xantin, adenin og guanin udskilles som urinsyre

Devlin, s. 837-40, fig. 19.17  

Stryer, s.709-710

· Cellens nukleotider gennemgår konstant turn over

· Nedbrydningen af purin nukleotiderne, nukleosiderne og selv baserne foregår gennem ens pathway som har urin syre som slut produkt

· Nukleinsyrerne nedbrudes til nukleotider via nukleaser

· Nukleotiderne nedbrydes til nukleosider via nukleotidaser, som fjerner fosfat grupperne
· Adenin nukleotiderne som indeholder amino-grupper deamineres via deaminser 
· Adenin nukleotiderne omdannes til inosin nukleosider
· Nukleosiderne nedbrydes til baser via en fosforylase, som fjerner ribosen i form af ribose-1-fosfat
· Guanin nukleotiderne omdannes til guanin, adenin nukleotiderne omdannes til hypoxantin
· Både guanin og hypoxantin omdannes til xantin til sidst
· Guanin deamineres via en guanase
· Hypoxantin oxideres af xantin oxidase

· Xantin omdannes til urinsyre via xantin oxidase

· Indeholder FAD, Fe
· Der skal være molekylær O2 til stede for at reaktionen kan forløbe, da xantin oxidase omdanner O2 til H2O2 
· Urin syre produceres kun ved nedbrydning af purin nukleotider. Hvis dens koncentration stiger i blodet og i urinen, tyder dette på et problem i metabolismen af purin nukleotider. Urin syre er svær opløselig i vand opløsninger; hvis dens koncentration er øget, ses der ophobning af urinsyre krystaller primært i led

6. Angive biosyntesen af carbamoylaspartat ud fra glutamin, CO2, aspartat og ATP som første led i syntesen af pyrimidin nukleotider samt dens cellulære placering. 

Devlin, s. 840-3, fig. 19.23

Stryer, s. 694-6, fig. 25.2

GENERELT:

· Pyrimidin ringen syntetiseres de novo ud fra:

· Aminosyrer som bidrager med C- og N-atomer: aspartat og glutamin

· CO2, der er donor af C-atomer

· Ved de novo syntesen dannes der uridin-5’-monofosfat (UMP)
· Reaktionen har 6 trin

· Flere ting er forskellige end purin syntesen:

· Ikke alle enzymerne ligger i cytosol, 5 ud af 6 reaktioner foregår i cytosolen og 1 i mitokondrierne
· Pyrmidin ringen dannes først og ribosen tilsættes via PRPP

Oversigt over dannelsen af carbamoylaspartat fra glutamin, aspartat og CO2
· HCO3- + glutamat–NH3 + 2ATP ​⇒ carbamoyl-fosfat + glutamat

· Reaktionen katalyseres af carbamoyl-fosfat synthetase CPS II som er forskellig end CPSI som katalyserer dannelsen af carbamoyl-fosfat i urea cyklus. 

· Den er ikke under kontrol af N-acetylglutamat

· NH4+ i dette tilfælde kommer ikke fra glutamat, som i urea cyklus, men fra glutamin
· Enzymet findes i cytosolen (i sammenligning med CPS I som findes i mitokondrier)  
· Carbamoyl-fosfat reagerer med aspartat og der dannes carbamoylaspartat
· Reaktionen katalyseres af aspartat carbamoyl transferase
· Denne reaktion foregår i cytosolen
7. Angive reguleringen af pyrimidin nukleotid syntesen

Devlin, s. 842-3, fig. 19-24

· Det kommitterende trin i de novo syntesen af pyrimidin nukleotider er dannelsen af carbamoyl-fosfat. 

· Dette reaktion katalyseres af carbamoyl fosfat synthetase II. Det er også dette enzym som er kontrol site

· Inhiberes af CTP, som dannes ud fra UTP
· PRPP har en stimulerende virkning. PRPP kommer i billedet når ringen er syntetiseret og skal forbindes med ribose

· Stimuleres af ATP, som forbruges i reaktionen katalyseret af CPSII

· Et andet enzym som kan bruges som kontrol site er OMP dekarboxylase, som katalyserer omdannelsen af orotidin 5’–monofosfat (OMP) til uridin 5’-monofosfat (UMP) 
· Inhiberes af UMP (UMP mærkeligt nok inhiberer ikke CMPII)
· CTP dannes fra UTP, ved omdannelsen af glutamin til glutamat og forbrug af ATP. Der skal være balance mellem koncentrationen af CTP og UTP, således at alt for høj koncentration af CTP inhiberer CTP synthetase.
· OBS! I lever celler, når der er amonnium stress, dvs. dens koncentration er alt for stor, danner CPS1 i mitokondrierne meget carbamoyl-fosfat, som skal gennemgå urea cyklus. En del af den føres i cytosolen, hvor den bruges som substrat i pyrimidin syntesen. Dette pathway bruges altså for detoxifikation af ammonium joner.

8. Angive at der ved nedbrydning af pyrimidin nukleotiderne udskilles deres nitrogen som NH4+

Devlin, s. 846-8

· Pyrimdin nukleotiderne nedbrydes via nukleaser, deaminaser og fosforylaser til baserne uracil og thymidin (der dannes ingen cytosin, da den deamineres til uracil). Ingen af enzymerne er specifik

· Uracil 

· nedbrydes til β-alanin, CO2 og NH4+ 

· den ene N-atom frigives som ammonium jon og den anden i β-alanin

· Ingen af produkterne er specifik for uracil, så man ikke kan finde ud af om molekylerne kommer fra uracil eller fra cytosin

· Thymin
· Nedbrydes til ​β-aminoisobutyrat, CO2 og NH4+
· den ene N-atom frigives som ammonium jon og den anden i β-aminoisobutyrat
· β-aminoisobutyrat er specifikt for nedbrydningen af thymidin, derfor kan man måle dens turn over

9. Definere betegnelsen antimetabolit og forklare virkningen af antimetaboliterne allopurinol, azaserin og methotrexat

Devlin, s. 854-6

Antimetabolit – strukturel analog af purin eller pyrimidin baserne eller nukleosiderne, som kompromitterer meget specifikke metaboliske reaktioner

· Allopurinol 
· Allopurinol og dens metabolit, alloxantin inhiberer xantin oxidasen, som omdanner xantin til urin syre. Dette mindsker koncentrationen af urinsyre, men øger koncentrationen af xantin og hypoxantin. 
· Dette virker specielt godt i pt. som har normalt aktivitet af HGPRTase, som fører dem igennem salvage pathway og der dannes IMP og XMP. Disse reaktioner opbruger PRPP og har derfor inhiberende virkning på det kommitterende trin i de novo syntesen af purin nukleotider, som katalyseres af glutamin PRPP amidotransferase
· Net-virkningen af allopurinol er
· Nedsat dannelse af urin syre
· Nedsat de novo syntese af purin nukleotider
· Azaserin

· Mange reaktioner i cellerne bruger glutamin som donor af amino-grupper
· Disse reaktioner er meget vigtige i bl.a.;
· de novo syntesen af purin nukleotider (N-3og N-9 kommer fra glutamin)
· syntesen af GMP fra IMP
· cytosolisk carbamoyl-fosfat
· dannelse af CTP fra UTP
· Azaserin er glutamin antagonist – den inhiberer enzymer som forbruger glutamat som amino-donnor.
· Tilsætning af glutamin vil ikke hjælpe sagen, da selve enzymet er hæmmet. Der skal mange substrater til for at processen kunne forløbe
· Bruger ikke klinisk pga. stor toksicitet
· Methotrexat (MTX)

· Antifolat der hæmmer dannelse af tetrahydrofolat ud fra dihydrofolat, samt dannelsen af dihydrofolat fra folat ved at inhibere dihydrofolat reduktasen 
· MTX ligner tetrahydrofolat strukturelt
· Hæmmer syntesen af pyrimidin ringen af dTMP (fra dUMP) samt syntesen af purin nukleotider (C-3 og C-8 i purin ringen stammer fra H4-folat)
· Bruges i kemoterapi
10. Forklare ’multidrug resistance’

Devlin, s. 857-8, s.525

· Det at kemoterapien ikke virker kan ofte skyldes at kræft cellerne er blevet resistente overfor medicinen. Kræft cellerne i en population er meget heterogene – nogle af dem er drug resistente og andre er drug sensitive. 

· De drug sensitive celler dør ved kemoterapi, mens de drug resistente celler overlever og deres antal stiger. 
· Resistensen kan opdeles i:

· Specifik drug resistens
· Multipel drug resistens
Multipel drug resistens
· Populationen af medicin resistente celler er resistent overfor flere forskellige stoffer, selv om disse er kemisk vidt forskellige og har forskellig virkningsmekanisme. 
· Multidrug resistente celler kan indeholde 2 proteiner:

· MDR1 (kodet af multidrug resistance family af gener; hedder også P-glykoproteiner) 

· og MRP (multi resistance associated protein) – har 6 transmembrane segmenter og hver har en ATP-domæne

· Disse er forbundne til membranen og har funktion af en ATP-afhængige pumpe, således at de pumper medicinen ud af cellen, så dens koncentration i cellen er mindre end det cytotoxiske koncentration.   

[image: image1.png]



eksaminatorie 13
10
www.ana-marija.com


