« Eksamensopgaver i
Biokemi
Januar 2002-

Belio4 MIN

e De Medicinstuderendes Faglige Forlag
Medicinerhuset - Ole Worms allé
Bygning 161 - 8000 Arhus C
TIf.:89422811; Fax:86137225
e: mr@studmed.au.dk
URL: http://www.studmed.au.dk/mr



mailto:mr@svfedb.au.dk




Ad1.

Eksamen i biokemi januar 2002

Essayopgave: Fedtoplgselige vitaminer
Besvarelsen skal indeholde:

En angivelse af vigtige naeringskilder for de enkelte vitaminer samt en redeggrelse for
deres optagelse, transport og metabolisme.

En beskrivelse af vitaminernes funktion i organismen og af eventuelle
mangelsymptomer samt forhold, der eventuelt kan disponere til udvikling heraf.

En vurdering af risici for overdosering og en beskrivelse af eventuelle symptomer herpa.

Forslag til besvarelse

De fedtoplaselige vitaminer omfatter A-, D-, E- og K-vitaminer. Vigtige naeringskilder for:
vitamin A er lever, a&eg, smar og maelk, samt granne og gule grantsager (3-caroten),
vitamin D er fede fisk, aeg, fedtstoffer og kad,

vitamin E er vegetabilske olier, ngdder, linser og banner,

vitamin K er alle grgntsager og kad

Vitamin A aktive naeringsstoffer er retinol og retinylpalmitat i animalsk fgde samt
carotener i grontsager. Retinylpalmitat hydrolyseres i tarmkanalen til retinol og palmitat.
Retinoler og carotener bindes til blandingsmiceller, hvorfra de diffunderer ind i
tarmepithelcellerne. | tarmen omdannes carotener til retinol, evt. til retinsyre (retinoic
acid). Retinol esterificeres med palmitat og transporteres til leveren med chylomikroner.
| leveren kan retinylpalmitat deponeres eller atter spaltes, hvorefter retinol transporteres
i plasma bundet til et specifikt protein (serum retinol binding protein).

Vitamin D aktive naeringsstoffer er ergocalciferol (vegetabilsk oprindelse) og
cholecalciferol (animalsk oprindelse). De optages fra tarmen sammen med kostens
gvrige lipider og transporteres til leveren med chylomikroner. Cholecalciferol kan
desuden syntetiseres i organismen ud fra cholesterol, idet cholesterol i leveren
omdannes til 7-dehydrocholesterol, der ved pavirkning af ultraviolet lys i huden
omdannes til cholecalciferol. Det er saledes kun ved utilstreekkelig eksposition for sollys,
at der er behov for en egentlig tilfarsel af D-vitamin med kosten. | leveren, der samtidig
fungerer som depot for D-vitamin, hydroxyleres cholecalciferol til 25(OH)cholecalciferol.
Sidstneevnte transporteres med blodet bundet til vitamin-D bindende protein til nyrerne,
hvor der sker en hydroxylering i stilling 1 med dannelse af 1,25(OH), cholecalciferol, den
mest aktive form af D-vitamin. Processen katalyseres af 1a-hydroxylase, hvis aktivitet
reguleres af parathyreoideahormon, fosfatkoncentrationen i plasma og produktet selv.
Processen er samtidig det hastighedsbegreensende trin i syntesen af 1,25(0OH),
cholecalciferol.

Vitamin E aktive naeringsstoffer udgares af en blanding af sakaldte tocoferoler.
De absorberes sammen med kostens @vrige lipider og transporteres i organismen
bundet til lipoproteiner.

Vitamin K findes som naevnt i grantsager og ked, men normalt daekkes behovet
for vitamin K ved mikrobiel syntese i tarmen. Absorptionen sker sammen med de gvrige
lipider, hvorefter K-vitaminerne deponeres, hovedsageligt i leveren.
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Ad 2.

Ad 3.

Vitamin A’s funktioner: mest kendt er retinols rolle i synsprocessen, hvor de vigtigste trin
er en raekke cis-trans isomeriseringer og redoxprocesser. Endvidere er vitamin A-
derivater ngdvendige for den normale vaekst og differentiering af epithelveev og for
opretholdelsen af normalt fungerende epithelvaev. Desuden er det for nylig pavist, at 8-
carotener spiller en rolle som antioxidanter. Pa basis af ovennaevnte funktioner er det
derfor forstaeligt, at der optraeder en raekke symptomer pa vitamin A mangel, bl.a.:

1) nedsat syn i tusmgarke, populeert kaldet "natteblindhed",

2) epithelcelleforandringer i form af hyperkeratinisering med terre og
vulnerable slimhinder, der giver agget infektionsrisiko. Sveer vitamin A
mangel farer til progressiv keratinisering af cornea med blindhed til fglge.
| den vestlige verden ses vitamin A mangel sjeeldent, og kun i tilfeelde af
lipidmalabsorption og leversygdomme.

Vitamin D’s funktioner: den aktive form af vitamin D, 1,25(OH),cholecalciferol,
regulerer koncentrationen af ioniseret Ca®* i ECV sammen med parathyreoideahormon
(PTH). Ved lav [Ca®'] i ECV stimulerer PTH syntesen af 1,25(OH),cholecalciferol ved
at stimulere 1a-hydroxylasen. 1,25(OH),-cholecalciferol fremmer syntesen af
calciumtransporterende proteiner i tyndtarmen og @ger dermed kapaciteten for
absorption af Ca®* og fosfat. | knogleveev virker 1,25(0OH),cholecalciferol og PTH
synergistisk med henblik pa at fremme resorptionen af knoglevaev (demineraliseringen)
og ager dermed afgiften af Ca®* og fosfat til blodet.

Ved mangel pa vitamin D ses tendens til hypocalcaemi og nedsat mineralisering
af knogleveev, hos bgrn kaldes tilstanden rachitis og er karakteriseret ved
knogledeformiteter, hos voksne kaldes tilstanden osteomalaci, der medfgrer risiko for
spontanfrakturer. Tilstanden medfgrer udvikling af sekundeer hyperparathyreoidisme
(foraget PTH), hvorfor serum [Ca?**] kan vaere ngesten normal, mens demineraliseringen
af knogleveev fortsat er udtalt.

Pa grund af kroppens egen syntese af vitamin D og pa grund af kostens indhold
af vitaminet ses mangelsymptomer sjeeldent her i landet. Kun ved insufficient kost
(eeldre, streng vegetabilsk kost, alkoholikere) iseer i forbindelse med ringe udsaettelse
for sollys kan mangelsympomer optraede. Sidstnaevnte geelder iseer indvandrere, der
baerer traditionel kleededragt. Endelig har gravide, ammende kvinder og barn et aget
behov.

Vitamin E’s funktioner: tocoferolernes hovedfunktion er at virke som antioxidanter
ved en rzekke processer, hvor de forhindrer kaskadiske radikalreaktioner, f.eks. i
forbindelse med polyumeettede fedtsyrer i cellemembraner. Der ses ikke vitamin E
mangel hos mennesker bortset fra tilfeelde af haemolytisk anaemi hos gravide og
preemature bgrn, der indtager en E-vitaminfattig kost.

Vitamin K’s funktioner: K-vitamin fungerer som cofaktor ved den
posttranslatoriske carboxylering af visse glutamatsidekaeder i forstadier til en raekke
koagulationsfaktorer (faktor I, VII, IX, X, protein S og protein C) i leveren. Herved
skabes der mulighed for binding via Ca®" til fosfatidylserin pa overfladen af aktiverede
thrombocytter, og dermed en opkoncentrering af koagulationsfaktorerne ved
leesionsstedet. Som naevnt deekkes behovet for vitamin K ved mikrobiel syntese i
tarmen, hvorfor man ikke ser kostbetinget mangel pa vitamin K. Kun hos patienter med
lipidmalabsorption og/eller leversygdomme og hos nyfadte (steril tarm) ses symptomer
pa vitamin K mangel, der viser sig som forleenget blgdningstid (= forlaeenget
prothrombintid).

Der er ikke blevet rapporteret forgiftningssymptomer ved overdosering af vitamin E og
K. Kun for vitamin A’s og D’s vedkommende er der risiko for overdosering og kun ved
indtagelse af store maengder vitamin A og D praeparater gennem leengere tid (hvem
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Ad a.

Ad b.

spiser store maengder isbjgrnelever hver dag?). Symptomer pa vitamin A forgiftning er
bl.a. kvalme, opkastning, diarré, led- og knoglesmerter og evt. kronisk leversygdom.
Symptomer pa vitamin D forgiftning er betinget af den resulterende hypercalcaami som
falge af den forggede absorption i tarmkanalen og den forstaerkede knogleresorption
og viser sig som kvalme, opkastning, diarré, men - mest alvorligt - som metastatiske Ca-
aflejringer i form af nyresten og forkalkninger i karvaegge og ligamenter.

Kortsvarsopgaver

Beskriv fordgjelsen af de nedenfor anfgrte fedeemner, herunder med angivelse af hvor
og hvordan absorptionen finder sted i fordgjelsessystemet.

Fragment af stivelse
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Svar:

Spytamylase og pancreasamylase katalyserer hydrolysen af alfa 1-4 glycosidbindinger
(men ikke alfa 1-6 bindinger) i stivelse, og ovennaevnte fragment vil sdledes kunne blive
spaltet til glucose, maltose, maltotriose og forgrenet glucoseoligomer (alfa-dextriner).
Spytamylasens biologiske betydning er dog ringe. Den videre spaltning af
hydrolyseprodukterne katalyseres af enzymer i tyndtarmens mikrovilli idet maltosen
spaltes af maltase (disaccaridase, alfa-glucosidase) og alfa-dextrin (forgrenet
glucoseoligomer) spaltes af isomaltase (alfa-dextrinaser) der bade spalter alfa 1-4 og
alfa 1-6 bindinger. De omtalte enzymer katalyserer tilsammen omdannelsen af
stivelsesfragmentet til glucose.

Triacylglycerolets fordgjelse omfatter hydrolyse katalyseret af spyt-, ventrikel- og
kvantitativt primaert pancreas lipase. Der foregar en emulgering i ventriklen, hvor
syrestabil lipase katalyserer hydrolyse af en del af triacylglycerol til monoacylglycerol
(C-2 position) og fedtsyrer. | duodenum tilferes galdesalte, der med sin amfifile natur
emulgerer triacylglycerol yderligere, saledes at galdelipasen sammen med colipase
katalyserer hydrolyse af resterende triacylglycerol til en blanding af monoacylglycerol
(C-2 position), glycerol og fedtsyrer. Hydrolyseprodukterne danner blandingsmiceller
med galdesaltene, der muligger diffusion af hydrolyseprodukterne over den luminale
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2.a.

Ad a.

Ad b.

Ad c.

Ad a.

Adb.

plasmamembran i tyndtarmen (jejunum) hvor der kan ske en reesterifikation af
hydrolyseprodukterne. Transporten af lipid fra tarmepithelcellerne sker ved exocytose
af vandoplgselige molekylaggregater kaldet chylomikroner. Galdesaltene absorberes
i ileum og returneres til leveren (entero-hepatiske kredslab).

Forklar, hvorfor linolensyre regnes for en essentiel kostfaktor.

Angiv to typer farmaka, der kan reducere syntesen af thromboxaner og forklar deres
virkemade.

Giv en mulig forklaring pa, at en kost rig pa linolensyre - eller C-20:5 fedtsyren med den
for linolensyre karakteristiske placering af dobbeltbindinger regnet fra den terminale
CH;-gruppe - kan nedsaette tendensen til aggregation af blodplader.

Svar:

Humane enzymer kan ikke introducere de dobbeltbindinger, der karakteriserer
dannelsen af n-6 og n-3 langkaedede fedtsyrer (det drejer sig om dobbeltbindinger
udover C10 regnet fra COOH). Det gaelder saledes for linolensyre, der er en n-3
fedtsyre. Linolensyre (C-18:3) eller C-20:5 (eicosapentaensyre, EPA) er forstadier til en
ngdvendig serie eicosanoider (3-serie).

Non-steroide antiinflammatoriske droger (NSAID), f.eks. acetylsalisylsyre, heemmer
cyclooxygenase irreversibelt (oftest bade COX-1 og COX-2) og dermed syntesen af
thromboxaner og prostaglandiner. Glucocorticoider heemmer phospholipase A, aktivitet
og dermed dannelse af substrat for cyclooxygenasen.

Arachidonsyre (C-20:4, n-6) er normalt det dominerende substrat for dannelse af
eicosanoider (2-serien). Det hertil svarende thromboxan, TXA2, virker kraftigt plade-
aggregerende og vasokonstriktorisk. Man kan forestille sig, at thromboxan deriveret fra
C-20:5, n-3, virker mindre aggregatorisk. Tilsvarende kan man forestille sig, at
prostacyclin PGI3 er en mere effektiv inhibitor af aggregering end PGI2.

Det i parentes angivne forlanges ikke.

Under langvarig faste baseres energiproduktionen i stort omfang pa forbraending af
fedtsyrer, mens forbraending af sukker begraenses og i det vaesentlige reserveres
ganske bestemte vaev.

| hvilke veev spiller omseetningen af sukker fortsat en betydelig eller afggrende rolle selv
under faste?

Forklar hvordan en betydelig @get 3-oxidation, via reaktionsprodukter i mitochondrierne,
kan virke heemmende pa glykolysen.

Svar:

Erythrocytter og hjerneveev.

Forbraending af fedtsyrer medfarer en stigning i mitochondriernes indhold af acetyl-CoA.
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4 .a.

Ad a.

Adb.

Acetyl-CoA virker haemmende pa pyruvat dehydrogenasen og forarsager samtidig en
stigning i koncentrationen af citrat via kondensering med oxaloacetat. En @get
koncentration af cytosoleer citrat haemmer fosfofruktokinasen hvorfor G6F/F6F ophobes
hvilketigen medfgrer nedsat fosforylering af glucose. Resultatet er et fald i savel forbrug
som optag af glucose.

En person udvikler spontant en hgj egen produktion af et antistof mod TSH receptoren.
Angiv hvilke teoretiske virkninger det kan have pa gld. thyroidea, den basale
energiomsaetning, hypofysen og hypothalamus.

Tyrosinrester i thyroglobin molekylet er udgangspunkt for syntesen af T3 og T4.
Syntesen er kun delvis effektiv s& i thyroidea-follikellumen vil kun ca. 3 mol T4 og 0.33
mol T3 blive dannet pr. mol thyroglobulin.

Hvor meget T3 vil et mol thyroglobulin i follikellumen give ophav til i resten af
organismen?

Svar:

Et antistof mod receptoren kan principielt have en af feglgende effekter pa TSH
receptoren.

1. Ingen effekt og hermed ingen effekt pa hypothalamus-hypofyse-thyroidea aksen
0g energiomsaetning.

2. Stimulerende effekt pa thyroidea, T3 og T4 produktionen stiger, den basale
energiomsaetning gges. TSH produktionen i hypofysen og TRH produktionen i
hypothalamus falder pa grund af negativ feedback.

3. Heemmende effekt pa thyroidea, T3 og T4 produktionen falder, den basale
energiomsaetning falder. TSH produktionen i hypothalamus og TRH produktionen
i hypothalamus stiger pa grund af bortfald af negativ feedback.

Det antages at 100% af T3 og T4 syntetiseret i follikellumen fraspaltes thyroglobulin og
ender op i plasma. | veevene omdannes 80% af T4 under normale omstaendigheder til
omtrent lige dele T3 og reverse T3. Dvs. at et mol thyroglobulin giver ophav til 0.33 +
0.4 x 3 mol = 1.53 mol T3.

Redegar for princippet ved bestemmelse af nukleotidsekvensen i en DNA streng ved
hjeelp af dideoxynukleotid-sekventeringsteknikken.

Besvarelsen skal indeholde en tegning af et eksempel pa en sekvensgel og en
forklaring pa, hvordan resultatet er fremkommet.

Svar:

DNA stykket med ukendt sekvens sazettes sammen med et DNA stykke med kendt
sekvens (f.eks. et plasmid). Der laves en primer, der er komplementeer til et DNA stykke
udenfor det ukendte DNA, saledes at primeren vil kunne fungere med hensyn til DNA
syntese hen over det ukendte stykke DNA (i retning 5' til 3' som vist i figuren). Primeren
maerkes med radioaktivitet eller med et fluorescerende stof (se eksempel i figuren).
3 ' -TGGCACTGACTAGCCAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN-5' DNA stykke (template)
32p_5' _ACCGTGACTGATCGGTC-3 "' Primer
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Der skal nu laves 4 oplgsninger (1, 2, 3 og 4) indeholdende DNA stykket (template eller
skabelon), primeren, de fire ANTP’er (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) og DNA polymerase.
Til oplgsning 1 tilseettes desuden en lille maengde af 2',3' dideoxyadenosin triphosphat
(ddATP). Denne mangler hydroxylgruppen i 3' positionen af deoxyribose. ddATP kan
bruges af DNA polymerasen under DNA syntesen og seettes ind i strengen pa
tilsvarende made som dATP, men nar ddATP’en endelig indsaettes, kan DNA strengen
ikke forleenges yderligere, da den ikke har nogen 3'-OH gruppe, hvortil det naeste
nucleotid ellers skulle kobles med 5'-phosphatgruppen. Hver gang DNA polymerasen
skal indseette et A i strengen i oplgsning 1, er det tilfeeldigt, om der benyttes en dATP
eller en ddATP. Tilsvarende tilsaettes ddGTP til oplgsning 2, ddCTP til oplasning 3 og
endelig ddTTP til oplgsning 4. Ideelt set vil der i oplgsning 1 blive syntetiseret DNA
strenge af varierende leengde og alle nysyntetiserede strenge vil ende pa en ddATP.
Ligeledes vil de nysyntetiserede strenge i oplgsning 2 alle ende pa ddGTP, i oplgsning
3 pa ddCTP og endelig i oplgsning 4 pa ddTTP. De syntetiserede strenge adskilles fra
hinanden pa en polyacrylamidgel. Det korteste fragment vil vandre hurtigst, og herefter
felger det fragment, der har en base mere, efterfulgt af fragmentet med to baser mere,
osv. Da fragmenterne er radioaktivt maerkede, kan man ved autoradiografi fa et aftryk
af gelen. Sekvensen laeses fra "de korte stykker" op mod de leengere stykker som vist
i figuren.

Oplg@sning Sekvens afleses nedefra
i retningen 5' til 3'

1 2 3 4

Rakkefglge af fragmenter efter gelelektroforese 11l
5'-ACCGTGACTGATCGGTCAGGGCTACG-3" G
5' -ACCGTGACTGATCGGTCAGGGCTAC-3"' - C
5'-ACCGTGACTGATCGGTCAGGGCTA-3" - A
5' -ACCGTGACTGATCGGTCAGGGCT-3"' - T
5' -ACCGTGACTGATCGGTCAGGGC-3" - C
5' -ACCGTGACTGATCGGTCAGGG-3 ' - G

Autoradiografi

af
polyacrylamid

gel
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Eksamen i biokemi juni 2002

Essayopgave

Huntingtons sygdom (HD) er en nedarvet neurodegenerativ sygdom. Mutationen som
forarsager HD findes i genet for proteinet Huntingtin og er en ekspansion i antallet af tri-
nukleotid sekvensen CAG som koder for glutamin. Hos raske individer findes der 15 til
30 CAG repeats inde i genet for Huntingtin. Hvis genet derimod indeholder ca. 40 eller
flere af disse CAG repeats vil personen udvikle sygdommen Huntington. Jo laengere
polyglutamin sekvensen er i proteinet Huntingtin (dvs. hvor mange gange CAG
sekvensen er repeteret i genet) des tidligere vil individet udvikle sygdommen.

Det skal oplyses, at hele DNA sekvensen af genet for Huntingtin kendes.
Sekvensen i den kodende streng omkring CAG repeatene ser saledes ud:
5 ... AAGTCC TTC CAG (CAG), CAG CAACAGCCGCCA ... 3

x = 15-30 gange hos raske individer
x = 40-100 gange i syge individer

Definer punktmutation, insertion, deletion og frameshift-mutation. Hvilken type mutation
giver anledning til dannelse af sygdomsfremkaldende Huntingtin?

Det viste sekvensudsnit af genet for Huntingtin er den kodende streng (ogsa kaldet
sense strengen). Skriv sekvensen for den komplementaere DNA streng (ogsa kaldet
skabelon eller antisense streng) samt det tilsvarende stykke mRNA, der opnaes efter
transcription.

Definer cis-acting og trans-acting elements og brug termerne til at forklare, hvorledes
RNA polymerasen bindes til DNA strengen, fgr transcriptionen finder sted.

Beskriv hvordan man kan bruge PCR til at diagnostisere Huntington’s sygdom. Det skal
fremga, om man kan bruge denne metode til at give et overblik over antallet af CAG
repeatene eller om metoden kun resulterer i svaret ‘normalt/ikke normalt’ gen. Som
hjeelp kan det anfgres, at brugen af agarose-gelelektroforese indgar i metoden.

Forslag til besvarelse:

Punktmutation: En enkelt base pa DNA strengen er aendret.

Insertion: Den oprindelige DNA sekvens har faet indbygget en eller flere nye baser.
Deletion: Den oprindelige DNA sekvens har mistet en eller flere baser.
Frameshift-mutation: frameshift-mutationen er et resultat af insertions eller deletions
mutationer som medferer en aendret leeseramme og dermed en hel anden primaer
protein sekvens, for den del af proteinet der kodes af DNA sekvensen der ligger
downstream for mutationen (C-terminalt i proteinet). Insertion eller deletion af
henholdsvis 3, 6, 9, ... (sammenhangende) baser osv. resulterer dog ikke i frameshift
(men nok i en aendret aminosyresekvens).

Mutationen der findes i huntingtin er en insertionsmutation.
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Kodende:
5 ... AAGTCC TTC CAG (CAG) x CAG CAACAGCCGCCA ... 3
3'... TTCAGG AAG GTC (GTC)x GTC GTT GTC GGC GGT ...5
Skabelon:

MRNA:
5' ... AAG UCC UUC CAG (CAG) x CAGCAACAGCCGCCA ... 3

Cis-acting elements er de DNA sekvensmotiver som kan binde de proteiner der
kontrollerer transcriptionsprocessen. Der er altsa tale om promoter-, enhancer- og
respons elementer. Trans-acting elements er de specifikke elementer (hovedsagelig
proteiner) der interagerer med cis-acting elements. Til gruppen af trans-acting elements
hgrer en reekke transcriptonsfaktorer som er ngdvendige for at eukaryote RNA-
polymeraser kan bindes til DNA’et. Et eksempel pa en transcriptionsfaktor (Fig. 32.2 i
bogen) er TATA-binding protein (TBP) som binder sig til TATA bokse (et cis-acting
element) pa DNA’et. Dette resulterer i en rekruttering af andre transcriptionsfaktorer der
i feellesskab kan styre RNA polymerasen pa plads sa transcriptionen kan starte ved et
defineret punkt.

Da genet der koder for Huntingtin proteinet kendes er det muligt at veelge et saet
primere pa hver sin side af den repeterede CAG sekvens. En PCR-karsel med disse
primere med genomisk DNA som template vil resultere i to stykker dobbeltstrenget DNA
(et fra hvert sit allele gen) med hver sin givne leengde. Da DNA indeholder en negativ
ladning pa fosfat gruppen mellem hver ribose, vil det ved en agarose-gelelektroforese
vandre mod den positive pol, saledes at de sma stykker vandrer hurtigst. Ved brug af
passende DNA starrelsesmarkgr er det muligt at analysere laengderne af det DNA der
er blevet opformeret og dermed at udtale sig om ca. hvor mange CAG repeats der er.

Marker band af kendt ~ Prover fra tre
storrelse (i basepar) individer

K_H

- pol

Béndene sterrelse afslorrer
antal CAG repeats i hver allel
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1. a.

1.b.

1.c.

Ad a.

Ad b.

Kortsvarsopgaver

Karakteriser de bindinger, der brydes og dannes i falgende reaktion:

o0,
\ Ic/
+ H-—(I:—OH <>
- CH~0-()
ATP + 3-phosphoglycerat
NH,
N XN
0 0 Y
T < A 0 0
- 0 ?
B« + H-C-oH
CH-0-(P
ADP + 1,3 bisphosphoglycerat

Hvilken af de angivne energirige bindinger er mest energirig, nar det kan oplyses at
ovenstaende reaktion har en positiv 2endring i Gibbs’ frie energi (AG®’ > 0)?

Giv eksempler pa hvor og under hvilke forhold reaktionen forleber mod hgjre og hvor
og under hvilke forhold den kan forlgbe mod venstre.

Svar:

Der brydes en fosforsyreanhydrid binding i ATP mellem beta og gamma
afmeerkningerne. Der dannes en blandet anhydridbinding mellem carboxylsyre og
fosforsyre i position 1 i phosphoglycerat der sa bliver til 1,3 bisphosphoglycerat.

Da andringen i Gibbs frie energi er positiv, vil det sige, at en ligevaegt vil veere forskudt
til venstre (eller: nar alle reagerende forbindelser i begyndelsen forekommer i lige store
koncentrationer, vil reaktionen forlabe mod venstre). (Den viste (koblede) reaktion kan
betragtes som summen af to delreaktioner: 1) ATP = ADP + P, og 2) 3-phosphoglycerat
+ P, = 1,3 bisphosphoglycerat. Den samlede andring i Gibbs frie energi er summen af
endringen i Gibbs frie energi af de to delreaktioner. Z£ndringen i Gibbs frie energi i
delreaktion 1) er negativ. Da den samlede Gibbs frie energi er positiv, ma Gibbs frie
energi for delreaktion 2) veere mere positiv end delreaktion 1) er negativ!) Det vil sige,
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Ad c.

Ad a.

Ad b.

at der er mest energi i den blandede anhydridbinding (carboxylsyre og fosforsyre) i
position 1, da den driver ligeveegten mod venstre.

| forbindelse med gluconeogenese, f.eks. i leveren, forlgber den viste reaktion mod
hgjre, mens reaktionen forlaber mod venstre i forbindelse med glycolyse i erythrocytter
og muskler.

Den nedenfor viste fedtsyre kaldes Eicosapentaensyre (EPA) og kan strukturelt
karakteriseres ved symbolet: C-20:5 A>3 1417,

0

DG
EPA, somindgari syntesen af eicosanoider (ex.: prostaglandiner og thromboxaner), er
en sakaldt betinget essentiel fedtsyre og karakteriseres derfor ogsa ved den sakaldte
‘w-* eller ‘n-‘nomenklatur.
Til hvilken familie, angivet ved ‘w-‘ eller ‘n-, hgrer denne fedtsyre?
Vis med angivelse af relevante reaktionstyper og medvirkende reaktanter/substrater,
at EPA kan dannes udfra den essentielle fedtsyre, linolensyre, der kan karakteriseres
ved symbolet: C-18:3 A%'?"°,

Svar:

w-3 familien eller n-3 familien

- T .
5 0
0
NN p® linolensyre
l Forestring med coenzym A (kreever ATP)

l Desaturering med O, og NADH,

Elongering med Malonyl-coA (kraever ATP)
reduktion med NADPH,

elimination af vand

reduktion med NADPH,

— — —

! Desaturering med O, og NADH,

0
0® EPA
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3.a.

3.b.

3.c.

Ad a.

Ad b.

Adc.

Ad a.

Efter dadens indtraeden opstar efter et stykke tid en karakteristisk stivhed (rigor mortis)
af musklerne. Giv en kort biokemisk beskrivelse af de forhold i sarcomeret som bidrager
hertil.

Myosin molekylet har to haengselsregioner (‘hinge regions’). Hvad er betydningen af
denne struktur?

Naevn et andet eksempel pa et molekyle, som ogsa har en haengselsregion, og naevn
hvor regionen er placeret i dette molekyle.

Svar:

Ved celledad er energiproduktion og ATP dannelse ophgrt, hvilket bl.a. medferer at
Ca?*-ATPasen i sarcoplasmisk reticulum bliver inaktiv. Den lave koncentration af Ca*
i sarcoplasma kan derfor ikke opretholdes. Binding af Ca®" til troponin-C og
efterfalgende konformationsaendringer af troponin-komplekset og tropomyosin farer til
at aktin blotter sine bindingssteder for myosin-ADP. Myosin og aktin bindes og aktin- og
myosinfilamenterne kan nu ikke laengere glide frit i forhold til hinanden.

Funktionen af haengselsregionerne er at skabe fleksibilitet, s& myosinhovedet kan
vinkles forskelligt i forhold til resten af myosinmolekylet. Denne konformationsaendring
er ngdvendig for bevaegelsen af myosinfilamentet langs aktinflamentet og dermed ogsa
for selve muskelkontraktionen.

Heengselsregioner findes f.eks. ogsa i immunglobuliner, hvor der er en haengselsregion
i den tunge (H) kaede i Fc regionen.

\V/4
N

Haengselregion

Fire aneemi-patienter har behov for en blodtransfusion. De fire har blodtyperne 0, A, B
og AB, men kun fuldblod af typen B er til radighed.

Med henblik pa at undga transfusionskomplikationer (antistofmedieret lysering af
erythrocytter):

Hvilke af patienterne kan modtage donorblodet i form af fuldblod og hvilke i form af
vasket erythrocytkoncentrat?

Kan man forestille sig, at eventuelle ‘uegnede’ recipienter kunne hjeelpes gennem en
enzymatisk forbehandling af donorerythrocytter?

Begrund svarene.
Svar:

Patienten med blodtype B vil naturligvis kunne modtage transfusion i form af fuldblod.
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Ad b.

5.a.

5.b.

Ad a.

AdDb.

Patienten med type AB er ganske vist ‘universel recipient’, men da donorfuldblodet
indeholder anti-A som kan lysere recipientens egne erythrocytter, ma infusion af vasket
erythrocytkoncentrat vaere langt at foretraekke.

Patienterne med type 0 og A har naturligt forekommende antistoffer mod B og kan
derfor ikke modtage donorblodet (hverken som fuldblod eller erythrocytkoncentrat).
Forbehandling af vaskede erythrocytter med glykosidase (galactosidase) kan imidlertid
fierne den ekstra sukkerenhed (galactose) som pasat H-substans udger
blodtypen/antigenet B. Derved bliver kun H-substans tilbage og erythrocytterne er sa
at sige konverteret til type 0 (universel donortype) og kan gives til bade type-0 og -A
patienterne.

Beskriv hvordan sekretionerne af FSH og LH reguleres under forlgbet af
menstruationscyklus.

Angiv, med begrundelse, eventuelle gendringer af FSH og LH koncentrationer i blodet
hos postmenopausale kvinder i forhold til koncentrationerne i den tidlige follikelfase hos
fertile kvinder.

Svar:

Det hypothalamiske stimulus er GnRH for begge hypofyseere hormoner, idet frekvens
og amplitude formodes at regulere FSH og LH sekretioner differentielt. Inhibin
secerneret i ovarier inhiberer FSH selektivt. (Progesteron udaver negativt feed back pa
GnRH, star ikke i Baynes). Hos fertile kvinder udgver gstradiol enten haammende (‘tonic
mode’) eller stimulerende (‘surge mode’) feed back pa hypothalamisk/hypofysaert
niveau. Positivt feed back kreever en hgj gstradiol koncentration vedligeholdt et par
dage og ses lige fagr ovulationen. (Den resulterende LH top udlgser ovulationen).

Hos postmenopausale kvinder er gstrogen koncentrationen reduceret, og nedsaettelse
af det negative feed back medfgrer hgje FSH/LH koncentrationer. Da follikler ikke
modnes, kan gstradiol ikke give anledning til positiv feed back.
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Ad 1.

Ad 2.

Eksamen i biokemi januar 2003

Essayopgave

Glucosehomeostase
Besvarelsen skal indeholde:

En beskrivelse af glucosehomeostasen efter indtagelse af et kulhydratrigt maltid,
herunder en beskrivelse af relevante hormoners og vaevs rolle i denne sammenhaeng.

Enredeggrelse for glucosehomeostasen i den postabsorptive fase, dvs. 6-12 timer efter
sidste maltid.

En redeggrelse for glucosehomeostasen under forlgbet af en leengerevarende faste.
Besvarelsen skal indeholde en beskrivelse af de vigtigste adaptative aendringer pa
hormon- og enzymniveau.

Forslag til besvarelse af essayopgave

Efter indtagelse af et kulhydratrigt maltid vil blodglucosekoncentrationen stige
vaesentligt, hvorforinsulinsekretionen vil blive stimuleret, mens sekretionen af glucagon,
adrenalin og cortisol vil blive haemmet. Da insulin er et hormon, der fremmer anaboliske
processer, vil der ske en gget deponering af energireserver i form af glycogen og fedt -
og omvendt - en haemning af disses katabolisme. | leverveev vil der saledes forega en
agget glycogenese, gget glycolyse, aget fedtsyresyntese og en gget indbygning af de
nysyntetiserede fedtsyrer som triacylglyceroler i VLDL, der eksporteres til fedtvaevet,
mens gluconeogenesen og en eventuel ketonstofproduktion vil blive heemmet/stoppet.
| muskelveev vil der ske en gget optagelse af glucose via insulin-stimuleret GLUT-4 og
gget deponering af den optagne glucose som glycogen. Der er imidlertid en gvre
graense for, hvor meget glucose der kan deponeres som glycogen i muskelveeyv, idet
glycogensyntasen haemmes af glycogen selv, nar glycogenpartiklerne har naet en vis
starrelse. | fedtveev vil der ogsa ske en gget optagelse af glucose via insulinstimuleret
GLUT4, lipoproteinlipasen vil blive stimuleret farende til aget optagelse af fedtsyrer (fra
VLDL) som sammen med glycerol-3-fosfat (dannet ud fra glucose) vil fgre til aget
triacylglycerolsyntese. Samtidig vil insulin heemme den hormonfglsomme fedtvaevslipas-
e. Konklusion: i blodet vil koncentrationen af glucose altsa veere relativt hgj umiddelbart
efter maltidet, for derefter i Iabet af nogle timer (den postprandiale fase) at falde tilbage
til fasteniveauet (3,5-5,5 mM) som holdes relativt konstant selv ved laengerevarende
faste (se 3.).

| den postabsorptive fase (6-12 timer efter sidste maltid) vil glucosekoncentrationen i
blodet som neaevnt forblive relativt konstant trods tendensen til fald i koncentrationen
som fglge af den fortsatte forbraending af glucose i extrahepatiske vaev, iseer nervevaev
og erythrocytter. Pancreas vil reagere pa den faldende blodglucosekoncentration ved
at nedseette insulin-sekretionen fra B-cellerne og @ge glucagonsekretionen fra a-
cellerne. Dette vil i leveren fagre til en haemning af glycogensyntesen og en stigning i
glycogenolysen, séledes at stgrstedelen af glucose i blodet i denne fase stammer fra
leverglycogen og resten fra gluconeogenese. Efterhanden som fasten skrider frem og
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Ad 3.

leverglycogendepotet som folge heraf mindskes (efter 16-24 timer) vil bidraget fra
gluconeogenesen gges. Pancreasresponset vil blive forsteerket af den ggede afqift af
adrenalin fra binyremarven, en afgift som i sig selv er betinget af et centralt nervast
respons pa fasten (tendens til hypoglycaemi). Binyremarvens adrenalinsekretion vil
desuden blive faciliteret af den ggede cortisolsekretion fra binyrebarken. Den ggede
cortisolafgift vil ligeledes veere forarsaget af et centralt nervgst respons pa fasten
(hypoglyceemien) og vil veere medieret af en aget frigivelse af ACTH fra hypofyseforlap-
pen.

Det voksende bidrag fra gluconeogenesen skyldes de naevnte aendringer i hormonkon-
centrationerne, som stimulerer centrale gluconeogenetiske enzymer (pyruvat carboxy-
lase, PEP-carboxykinase, fructose1,6-bisfosfatase og glucose-6-fosfatase), mens de
samtidig heemmer glycogensyntese og glycolyse. Gluconeogenesen foregar farst og
fremmest i leveren og i mindre omfang i nyrerne og sker ud fra lactat, glycerol og visse
aminosyrer som alanin og glutamin, sidstnaevnte iseer i nyrerne. Lactat stammer hos
personer i hvile iseer fra anaerob glycolyse i erythrocytter, aminosyrerne tilfgres fra
extrahepatiske veev, fgrst og fremmest muskler og tarmceller, mens glycerolet stammer
fra spaltningen af triacylglyceroler i fedtvaevet (ogsa stimuleret af de asendrede
hormonkoncentrationer, se nedenfor).

Efter ca.1 dagns faste har gluconeogenesen saledes overtaget hovedrollen som
leverandgr af glucose til extrahepatiske vaev og kunne teoretisk fortsaette hermed i flere
dage/uger, men et sadant scenarium ville medfgre katastrofale konsekvenser for
organismen som helhed. De fleste af organismens vaev kan som bekendt fa en
vaesentlig del af deres energiforbrug daekket ved fedtsyreforbraending, men hjernevaev
er en undtagelse herfra, idet dette vaev vanskeligt/ikke kan optage fedtsyrer fra blodet
i et for energiforsyningen betydende omfang. Aminosyrer, der anvendes il
gluconeogenese, stammer fra vaevsproteiner, farst og fremmest muskelproteiner, da der
ikke findes egentlige aminosyre/proteindepoter, og hvis hjerneveevet alene skulle daekke
sit energiforbrug under fasten ved glucose og aminosyreforbraending, matte der ske en
samtidigt forlgbende gluconeogenese ud fra vaevsproteiner af en sadan sterrelse, at det
hurtigt ville fa fatale folger. Det er derfor en fordel, at hjerneveaev under en
lzengerevarende faste adapteres til at daekke en del (over halvdelen) af sit energiforbrug
ved ketonstofforbreending. Den stigende ketonstofproduktion i leveren under en
leengerevarende faste er et resultat af det ggede glucagon/insulin ratio, der dels
bevirker en gget mobilisation af fedtsyrer fra fedtvaevet (pa grund af aktivering af den
hormonfalsomme lipase) med stigende koncentration af fedtsyrer i plasma til fglge, dels
bevirker en @get transport af fedtsyrer ind i levermitochondrier (pa grund af nedsat
aktivitet af acetylcoA carboxylase, der farer til nedsat koncentration af malonylcoA og
dermed nedsat haemning af carnitin-acyl-transferaser). Den @gede [-oxidation af
fedtsyrerne fgrer til oget produktion af acetylcoA, der omsaettes til ketonstoffer og
forbreendes i extrahepatiske veev, fagrst og fremmest muskler og hjerneveev. Selv om
erythrocytter helt og hjernevaev delvist er afthaengig af en vedvarende tilfarsel af
endogent produceret glucose, vil man pa grund af ovennaevnte metaboliske
adaptationer veere i stand til at opretholde en tilstraekkelig haj glucosekoncentration i
blodet i flere maneder, afheengigt af fedtdepoternes starrelse.
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Ad a.

Adb.

Kortsvarsopgaver

Glutathion er sammensat af de tre aminosyrer glutaminsyre (2-aminopentandisyre),
cystein og glycin i den naevnte reekkefglge. Strukturformlerne ved neutralt pH er anfart
i neevnte reekkefglge:

*HsN—CH—COO" +HgN—(|3H—COO' +HsN—CllH—COO'
CH,—CH,-COO CHy-SH H

Skriv strukturformlen for glutathion ved pH 7.4, idet det kan oplyses at bindingen fra -
glutaminsyre involverer 5-carboxylsyregruppen. Karakteriser de to indgaende bindinger.

Angiv glutathions rolle i organismen, og opskriv mindst to reaktioner, hvori glutathion
indgar. Navngiv ogsa de (to) indgaende enzymer.

Svar:
amid amid (evt. peptid) .
+H3N—C|3H—CHz—Cl-Iz—CONH—(l)H—CONH—(l)H—COO' betegnes herefter: GSH
COO CH,-SH H

GSH erinvolveret i adskillige antioxidant systemer specielti RBC, da den indeholder en
SH- gruppe som bl.a. kan inaktivere H,0, ved at reducere H,0, til H,0 eller kan
gendanne cystein-SH grupper i proteiner og enzymer og holde dem pa den funktionelle
reducerede tilstand, hvis de er blevet oxideret til cystiner (cystein dannet disulfider).

1) Glutathion peroxidase katalyserer reduktionen af H202 (og andre peroxider)
dannet i cellerne og samtidig bliver GSH oxideret til GSSG

glutathion peroxidase

H,0, + 2 GSH > 2H,0 +GSSG

2) Gendannelsen af den reducerede form af GSH katalyseres derefter med
glutathion reduktase:
glutathion reduktase

GSSG + NADPH, > 2 GSH + NADP*

(83)  GSHkan medvirke ved inaktiveringen af den skadelige forbindelse methylglyoxal
til laktat samt medvirke ved andre biotansformationer
(detoksifikationsreaktioner)).
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2.

b)

Ad a)

Ad

ApoB er et protein der indgar i lipoprotein komplekser, som transporterer bl.a. kolesterol
rundt i blodet. ApoB findes i to former. En som produceres i leveren og bestar af 4536
aminosyrer, og en som produceres i tarmen og bestar af 2152 aminosyrer.

u c A G
wuu | ppe| ucu uAU | 1y | UGU} cys |U
u| vuc UCC| ger | UAC UGC c
UUA | ey | UCA UAA stop] UGA stop|A
UuG ucG UAG stop] UGG Trp |G
cuu ccu caul s | cou v
c| CUCl teu CCC| peg | CAC CGC . Arg C
CUA CCA cral gin | cGA A
CuG CCG CAG CGG G
AUU Acu AU asn| AGUY ger |U
al auct® | acc| | Arc AGC c
AUA ACA ALy | AGAL arg A
AUG Met | ACG AAG AGG G
Guu Geu GAU| asp| GGU u
G GUC} vat GCC Ala GAC GGC Gly C
GUA GCA GAAl o | Goa A
GUG GCG GAG GGG G

R Den genetiske kodetabel. *

Hvordan kan man bestemme starrelsesforskellen mellem de to proteiner?

mRNA for de to proteiner har samme sta@rrelse og er dannet fra det samme gen.
Forskellen i stgrrelsen af proteinerne skyldes, at tarmen indeholder et sekvensspecifikt
enzym (cytidin deaminase) der omdanner én cytosin til uracil i ApoB mRNA'et. Cytidin
deaminasen binder specifikt til nedenstaende sekvens, der koder for aminosyrerne 2149
til 2158.

2149 2150 2151 2152 2153 2154 2155 2156 2157 2158
ACA UAU AUG AUA CAA UUU GAU CAG UAU AUU
Thr Tyr Met lle GIn Phe Asp GIn Tyr lle

Hvordan kan cytidin deaminase-aktiviteten forklare, at ApoB fra tarmen bestar af netop
2152 aminosyrer?

Celler fra patienter som lider af arvelig forhgjet kolesterol niveau i blodet (familiger
hyperkolesterolaemi) optager mindre kolesterol end tilsvarende celler fra raske.

Giv en eller flere mulig(e) forklaring(er) pa, hvorfor celler fra patienter med arvelig hyper-
kolesterolaemi optager mindre LDL-kolesterol.

Svar:

Storrelsesforskellen mellem de to proteiner kan analyseres ved en simpel
gelelektorforese (SDSPAGE) safremt man har de to proteiner i oprenset form. Findes
proteinerne i vaevsekstrakter kan starrelsesforskellen analyseres udfra et Western Blot,
ved anvendelse af specifikke antistoffer rettet mod de to proteiner.

2149 2150 2151 2152 2153 2154 2155 2156 2157 2158
ACA UAU AUG AUA CAA UUU GAU CAG UAU AuUU
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Ad c)

4 .a.

4.b.

Ad a.

Thr Tyr Met lle GIn Phe Asp GIn Tyr lle
UAA
stop

Koden for GIn (position 2153) er CAA. Ved deaminering af cytidin dannes et stopkodon
(UAA), som bevirker at ApoB48 kun bliver 2152 aminosyrer langt.

Kolesterol bliver optaget af cellerne vha. receptor medieret endocytose, sa mulige
forklaringer kunne veere: ingen ekspression af receptor, ingen binding af lipoprotein
komplekser til receptor, ingen internalisering af lipoprotein/receptor komplekserne.

Ved galactosaemi som folge af mangel pa Gal-1-fosfat uridyl-transferase akkumuleres
galactose og Gal-1-fosfat i veevene. Hgje koncentrationer af Gal-1-fosfat haemmer
enzymet fosfoglucomutase. Beskriv, hvorledes denne haemning kan medvirke il
udvikling af hypoglykeemi og ikterus hos nyfadte med Gal-1-fosfat uridyltransferase
mangel. Begrund svaret og anfgr de for besvarelsen relevante reaktionsskemaer.

Svar:

Gl Lever
C ') Gal-1-F
Glu-6-F ® C
i «&«———— Fosfoglykomutase
Glu-l-F Covnnn. . (“ﬁ%k&mn
v \
UDP-Glu -
e el L. > Glykogen
) UDP-Glukuronat
Blpubty -
(lkcrus) o

Hypoglycaemi: vedhieidegafrssfoglucomutase, der katalyserer processen glucose-6-
fosfat <> glucose-1-fosfat vanskeligggres mobilisationen af glucosylgrupper fra
leverglycogen og dermed ses tendens til hypoglycaemi.

Icterus: ved haemning af fosfoglucomutase nedsaettes syntesen af UDP-glucuronat via
UDP-glucose. Nedsat UDP-glucuronat fgrer til nedsat afgiftningsfunktion i leveren, bl.a.
af bilirubin og dermed ophobning af (ukonjugeret) bilirubin i vaevene.

Forklar hvordan en veekstfaktor kan medfere aktivering af Ras og beskriv de
vaesentligste elementer i den kaskade, der kan fgre til aktivering af transkriptionsfaktorer
med det resultat, at cellen indtreeder i S-fasen.

Giv en mulig forklaring pa at stoffer, der heemmer DNA syntesen, kan anvendes i
behandlingen af forskellige kraeftformer.

Svar:

Veekstfaktor-induceret fosforylering af tyrosinrester i vaekstfaktor-receptorens
cytoplasmatiske del (herunder krydsfosforylering, fordi binding af veekstfaktoren
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Ad b.

medfarer dimerisering af receptoren) medfarer binding af et adaptor protein, et protein
der stimulerer Ras GDP/GTP udveksling, samt membran-associeret Ras-GDP. Det
dannede Ras-GTP igangseetter en kaskade af proteinkinaser, der ender i den til
cellekernen translokerede Mitogen Aktiverede Protein Kinase. Fosforylering af
transkriptionsfaktorer (aktivering af “early” og “late genes”) farer til dannelse af et cyklin,
og cyklin-CDK kompleks medfgrer (hyper)fosforylering af retinoblastom proteinet.
Dermed bortfalder haemningen af den genaktivering, der er bestemmende for overgang
til S-fase.

Kreeftceller bringes til stadighed over GO/G1 teersklen og i S-fase, eksempelvis ved
ovenstaende mekanisme, og er derfor athaengige af DNA syntese. | modsaetning hertil
er normale celler ofte i GO fase (hvilken fraktion afhaenger af celletypen) og er derfor
ikke afhaengige af DNA syntese.

Aktiviteten af lactatdehydrogenase i en serumprgve kan bestemmes ved at male
hastigheden for reduktion af pyruvat ved to forskellige koncentrationer.

Til 2 kuvetter (med 1,000 cm lysvej) indeholdende 2,90 mL phosphatbuffer med pyruvat
(iforskellig koncentration) og NADH, saettes 0,10 mL af serumprgven. Umiddelbart efter
males, ved 340 nm, de initiale a&endringer i reaktionsblandingernes absorption som
funktion af tid (AA,,,min™).

Samhgrende veerdier af pyruvatkoncentrationer og AA,,,min™ er:

pyruvatkoncentration: AA,,,min”
0,20 mmol L -0,036
0,30 mmol L -0,042

En NADH,-oplagsning med koncentrationen 1,00 mol L™ har en absorption ved 340 nm
pa 6300, nar lysvejen er 1 cm. Endvidere antages den LDH-katalyserede reaktion at
folge Michaelis-Menten kinetik.

a. Beregn K, og V.., for LDH i prgveoplgsningen (kuvetten).

b. Beregn LDH-aktiviteten (umol L™ min™") i serumprgven.
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Svar:

LDH katalyserer reaktionen: Pyruvat + NADH, — Lactat + NAD

pyruvatkoncentration ~ AAgg min™' A[NADH,] mol L™ min™"  V, mol L™ min™

0,20 mmol L™ -0,036 -5714 X 107° 5714 X 107°
0,30 mmol L™’ - 0,042 -6,667 X 107° 6,667 X 107°
. . . Vinax X [So . Vo
Michaelis-Menten ligningen: V, =-MX" "0 ogmformes til: V.., = —2x(K,, +[S
g g 0 KM+[S]0 max [S]O ( M [ ]0)
5714x1078 4 6,667 x10°° 4
Viax = —————x (Ky+2,00x107%) = 2222 = 5 (Ky +3,00x107%)
™ 200x10% M 3,00x104

Lesninger: Ky =1,49x 10~ mol L™ & Viax = 9,97 x 107 mol L™ min™’

| kuvetten er enzymaktivitets-koncentrationen af LDH alts&: 9,97 x 107 mol L™" min™
og LDH aktiviteten derfor: 9,97 x 10° mol L™ min™ X 0,003 L = 2,99 X 107 mol min™

LDH stammer udelukkende fra 0,100 mL serum
2,99%107® mol min™

299 umol L™ min™
0,1x1073 L

LDH aktivitets-koncentration i serum:
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Ad 1.

Ad 2.

Eksamen i biokemi juni 2002

Essayopgave

Leverfunktioner (udvalgte eksempler)
Besvarelsen skal indeholde:

En beskrivelse af de processer, der farer til degradering af haem til bilirubindiglucuronid
og udskillelse af stercobilin/urobilin.

En beskrivelse af den generelle reaktionssekvens for hydroxylering (monooxygenering),
katalyseret af cytochrom P450-systemet, og den videre skaebne af de hydroxylerede
produkter.

En redeggrelse for etanoloxidation og de metaboliske zendringer som fglge af
etanolforgiftning, samt en beskrivelse af cytochrom P450 enzymers betydning for
hastigheden for etanoloxidation.

Forslag til besvarelse:

Heem findes som prostetisk gruppe i sakaldte heemoproteiner, f.eks. haamoglobin,
myoglobin og cytochromer. Ved nedbrydningen af haem dannes forskellige
galdefarvestoffer som udskilles med galden og i mindre maengder med urinen. Fgrste
trin i nedbrydningen er en oxidativ spaltning af ringstrukturen til biliverdin, en lineaer
tetrapyrrol, efterfulgt af en reduktion til bilirubin. En vaesentlig del af denne
bilirubinproduktion foregar i extrahepatiske veev (reticuloendothelialt system) og
bilirubin, der er fedtoplgseligt, ma derfor transporteres til leveren bundet til albumin. |
leveren bindes/konjugeres bilirubin med 1 eller 2 glucuronalgrupper (fra UDP-
glucuronat) og dette bilirubinglucuronid er sa vandoplgseligt, at det kan fgres med
galden ud i tarmen. | tarmen fraspaltes glucuronat igen ved hydrolyse, og katalyseret
af tarmbakteriers reduktaser bliver bilirubin reduceret til urobilinogen, som er farvelgst.
Det meste urobilinogen udskilles med faeces efter fgrst at vaere blevet oxideret til
forskellige urobiliner/stercobiliner, som i modseetning til urobilinogen er farvede
produkter og giver faeeces den brune farve. En mindre maengde urobilinogen
reabsorberes fra tarmen og fares med vena porta tilbage til leveren, der igen udskiller
det med galden, men noget oxideres til urobiliner, der via det store kredslgb udskilles
med urinen.

Mange biologisk aktive forbindelser, bade forbindelser dannet i organismen (f.eks.
hormoner) og forbindelser tilfart udefra (farmaka, giftstoffer) er sa apoleere, at de har
vanskeligt ved at blive elimineret fra organismen, med mindre de ved kemisk
modifikation omdannes til mere poleere stoffer, der kan udskilles med urin og/eller galde.
De kemiske modifikationer omfatter isaer oxidationsreaktioner og
konjugeringsreaktioner. Mange oxidationsreaktioner foregar med molekyleer ilt efter
felgende skema:

RH+0O,+NADPH, —» ROH + H,0 + NADP"
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Ad 3.

Reaktionen kaldes ogsa en hydroxylering eller monooxygenering og katalyseres i
leverens endoplasmatiske reticulum af en reekke cytochrom P450 enzymkomplekser,
der alle er karakteriserede ved at udvise lav substratspecificitet. Disse
enzymkomplekser bestar dels af enzymet NADPH,-cytochrom P450 reduktase, der
indeholder to riboflavingrupper, dels af cytochrom P450 proteinet, der binder substratet
og molekyleer ilt. Riboflavingrupperne overfgrer de to elektroner fra NADPH,, en af
gangen, til jernatomet i cytochrom P450, og ved processen indbygges det ene iltatom
i substratet RH under dannelse af ROH, men det andet iltatom reduceres til H,0. De pa
denne made hydroxylerede produkter kan udskilles som sadanne eller gagres endnu
mere polaere ved konjugering med glucuronat (fra UDP-glucuronat) eller sulfat (fra
PAPS).

Etanol omsaettes hovedsageligt i leveren, hvor det oxideres til acetat, der afgives til
blodet og forbraendes i extrahepatiske veev til CO, og vand efter aktivering til acetylcoA.
| cytosol katalyserer alkohol dehydrogenase reaktionen:

alkohol + NAD* —>» acetaldehyd + NADH,
og i mitochondrier katalyserer aldehyd dehydrogenase reaktionen:
acetaldehyd + NAD" + H,O —» acetat + H" + NADH,

Det er karakteristisk for omsaetningen af etanol, i modsaetning til omsaetningen af
mange andre forbindelser, at hastigheden for etanoloxidation er uafhaengig af
etanolkoncentrationen i veeskefasen. Det er saledes ikke enzymernes katalytiske
kapacitet (V,,.,), der er begraensende for etanoloxidationens hastighed. Forklaringen pa
den stort set konstante oxidationshastighed heenger sammen med leverens ATP-
omseetning/forbrug. Ved oxidation af etanol til acetat dannes 2 NADH, pr. etanol. Den
hastighed, hvormed NADH, kan dannes ved denne oxidation, overskrider langt
hastigheden for leverveevets forbrug af redox-elektroner i respirationskeeden, dvs.
overskrider langt det NADH,-behov, der er for leverens ATP-produktion. Da den
samlede koncentration af NAD* + NADH, ikke endres, nas der hurtigt ved
etanolforbreending en steady-state tilstand, hvor NAD-forbruget og NADH,-
produktionen er lige store, men ligeveegten mellem NAD" og NADH, er kraftigt forskudt
mod NADH, ved etanolforbraending. [NAD™] bliver saledes begraensende faktor for
hastigheden for etanolforbraending.

Dette haje NADH,/NAD"-forhold far vide konsekvenser for metabolismen af andre
forbindelser i leveren. Alle processer, der forbruger NADH, og producerer NAD* vil
forlsbe med @get hastighed, mens alle andre processer, der forbruger NAD" og
producerer NADH,, vil blive haemmet. Saledes vil ligevaegten mellem pyryvat og lactat
forskydes mod lactat, evt. fgrende til lactatacidose, ligevaegten mellem oxaloacetat og
malat forskydes mod malat og ligeveegten mellem diydroxyacetonefosfat og glycerol-3-
fosfat forskydes mod glycerol-3-fosfat. Dette forer til, at koncentrationerne af de
vigtigste gluconeogenetiske substrater pyruvat, oxaloacetat og dihydroxyacetonefosfat
bliver meget lave, dvs. gluconeogenesen bremses. Er leverglycogendepotet lille eller
temt, vil etanolforbraending derfor kunne fgre til hypoglyceemi. Dette nedsaetter
insulin/glucagon ratio, hvilket fegrer til oget aktivitet af den hormonfglsomme
fedtveevslipase, med efterfglgende gget tilforsel af fedtsyrer til leveren. Da fedtsyrers
oxidation ogsa indebaerer forbrug af NAD", heemmes oxidationen, og fedtsyrerne
esterificeres til triacylglyceroler og dermed stigende fedtindhold i leveren, evt. fgrende
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til fedtlever. Hos personer med et vedvarende og stort alkoholforbrug kan hastigheden
for etanoloxidation @ges, fordi etanol kan inducere dannelse af enzymer tilhgrende
cytochrom P450 systemet, det sdkaldte MEOS-system, der katalyserer fglgende
reaktion:

etanol + O, + NAD(P)H, —> acetaldehyd + NAD(P)" + H,O

Den dannede acetaldehyd oxideres som tidligere af aldehyd dehydrogenase til acetat.
Det fremgar af dette skema, at etanoloxidation ved hjaelp af MEOS-systemet ikke
bidrager/bidrager mindre til det hgje NADH,/NAD*-forhold, og derfor ikke i sa udtalt grad
far de samme metaboliske konsekvenser, som den “normale” etanolforbraending.

Kortsvarsopgaver

Strukturformlerne for retinol og opsin ser saledes ud:

(::::::::}—CHZ-CHZ—CHZ—CHZ—NHZ

3 Retinol Opsin

| besvarelsen af opgaven kan fglgende summariske strukturformler ogsa anvendes:

H CH;
é" c CH
N N 2 L
R/ \C/ \C/ \ R—NH,
I | OH
H H Opsin
Retinol

Nedenfor er vist nogle reaktionsveje for organismens omsaetning af retinol.
Retinol
i dehydrogenering

dehydrogenering
Retinal ————> Retinoinsyre
(all trans)

l isomerisering

11-cis-Retinal

i kondensation

Imin  dannet mellem 11-cis-Retinal og en lysin-sidegruppe i membranproteinet Opsin
(vist ovenfor)
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Ad b.

Angiv strukturformler for
1) Retinal

2) Retinoinsyre

3) 11-cis-Retinal

4) Iminen

1) Angiv naeringskilder til retinol.

2) Angiv hvordan retinol deponeres.

3) Beskriv de vigtigste roller, som retinoiderne (retinol og -derivater) har i
organismen og angiv symptomer pa mangel pa vitamin A.

Svar:
T o "l' TH3 OH
1 1 /
R N \T/ Ny, X \(‘;/ Ny
rlq H |L H
Retinal Retinoinsyre
H T
1
11 C H
H AN
R /C\ e R/ \C/

i |

C H
C H Pt
H3C/ §C/ HyC ¢

HC=—O0 Ho=N—F'

11-cis - Retinal Imin (rhodopsin)

1) Neeringskilder er spinat, gulergdder og andre grensager, hvori der findes
carotener (beta-caroten oxideres til retinal).

2) Retinol deponeres som retinylpalmitat i leveren.

3) Retinoiderne (A-vitamin) har betydning for epithelcellers differentiering og veekst,
hvorfor der ved A-vitamin mangel i denne forbindelse vil vise sig
epithelcelleforandringer. Retinoiderne har, som anfert i reaktionsskemaet
ovenfor, betydning for synet. Kondensation af 11-cis-retinal og opsin giver en
imin (rhodopsin), der efter en lysininduceret (energi) cis til trans isomerisering
spaltes i opsin og trans-retinal og anledning til nerveimpuls. A-vitamin mangel
symptomer i denne forbindelse er natteblindhed.

Der foreligger falgende oplysninger:

1. Man anbefaler ekstra folinsyre til unge kvinder, som planleegger eller forventer
graviditet, men der er ogsa betzenkelighed ved at udstraekke denne ekstra
tilfarsel til en hel befolkning, fordi ekstra indtag af folinsyre kan maskere mangel
pa vitamin B, hos nogle.

2. Mangel pa vitamin B,, pavirker bade nukleinsyre- og lipidomsaetningen;
sidstnaevnte fordi en ophobning af methylmalonat hsemmer normal
fedtsyresyntese, hvilket kan kompromittere myelineringen af nervebaner.
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Vurdér fglgende opfordring (pressemeddelelse).
“‘Madvarer bor tilsaettes folinsyre for at mindske antallet af bgrn, der fades med
rygmarvsbrok”!

Forklar hvorledes ekstra folinsyre kan maskere mangel pa vitamin B,, (cobalamin) med
angivelse af relevante funktioner af folinsyre og vitamin B,,.

Ville en samtidig tilseetning af vitamin B,, til madvarer lgse problemet med maskering
af mangel pa vitamin B,,?

Svar:

Mangel pa vitamin B,, far felgende konsekvenser (i. & ii):

i. Overfarsel af methylgruppe fra methyl-H,-folat til homocystein blokeres. Derved
“fanges” en betydelig del af folinsyre som ubrugeligt methyl-H,-folat. Den resulte-
rende mangel pa folinsyre pavirker DNA-omseetningen og udtrykker sig som
anaemi; men denne mangeltilstand kan dog overvindes ved ekstratilfgrsel af
folinsyre, hvilket viser sig ved en normalisering af blodbilledet.

(Endvidere “fanges” en betydelig del af methionin som homocystein, hvilket kan
udlgse en sekundaer mangel pa methionin til proteinsyntese, som varigt skader
nervesystemet).

ii. Isomerisering af methylmalonyl-coA til succinyl-coA blokeres. En resulterende
ophobning af methylmalonat haemmer normal fedtsyresyntese, hvilket
kompromitterer vedligeholdelse af nervesystemets membraner.

Altsa: Ekstra tilfgrsel af folinsyre kan medfgre en normalisering af blodbilledet,
der ellers ville veere pavirket af B,,-mangel. Derved kan varige senskader pa
nervesystemet udvikle sig.

Nej! For oftest beror udvikling af penicigs aneemi pa en defekt optagelse af vitamin B,,,
hvilket kan skyldes defekt sekretion af “intrinsic factor” (IF) i maven eller en kronisk
skade pa tarmveev. | begge tilfeelde vil aget tilfarsel af vitamin B,, vaere naermest
nyttelgs.

Tre proteiner (A, B og C) indgar i en signaleringsvej, som medfgrer aktivering af et
bestemt gen-regulatorisk protein.

Protein A er et sekretorisk protein, der fungerer som ligand.
Protein B er et plasmamembranprotein, med flere membrandomaener.
Protein C er et intracelluleert protein.

Ved bindingsfors@g er det pavist, at N-terminalen af protein B kan binde til protein A og
C-terminalen af protein B kan binde til protein C.
Skitser placeringen af protein B i plasmamembranen med angivelse af N-og C-terminal.
Skitsen skal ogsa vise protein B’s interaktion med henholdsvis protein A og C. Det skal
fremga, hvad der er extra- og intracellulzer side.

Angiv hvor i cellen protein A, B og C syntetiseres, samt hvorledes de transporteres til
deres funktionssteder.

Angiv kortfattet, hvordan cis-acting og trans-acting elementer samvirker ved initiering
af transkriptionen af et proteinkodende gen og forklar hvordan frekvensen af
transcriptionsinitieringen kan reguleres.
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4 a.

4.b.

Ad a.

Ad b.

Svar:

N-termir@
VY N\ ~~ -

//\\
Sialat
N (NANA)
NS
Gal

A

/I\.

kalNch

S— 5§ N

NH2-Trp-lle-Val-Leu-lle-Val-Leu-Ala-Trp-Met-Pro-lle-Leu-Leu-Val-Ala-Ala-Trp-lle-Ala-Met-lle-Trp-Leu-Val-Asp-Cys-Trp-Thr-Ser-Glu-Lys-Cys-Asp-Trp-Ser-COOH

Protein A og B syntetiseres pa ribosomer bundet til det endoplasmatiske reticulum og
under translokationen indseettes protein B i ER membranen mens protein A frigives til
ER Ilumen. Herfra transporteres proteinerne i vesikler til celleoverfladen via Golgi
komplekset og ved exocytose frigives protein A til ekstracellulzervaesken mens protein
B indseettes i plasmamembranen. Protein C syntetiseres af ikke membranbundne
ribosomer i cytosol.

Et proteinkodende gen indeholder en promoterregion (cis-acting element) hvortil
generelle transkriptionsfaktorer (trans-acting elements) samles og bindes. Disse sarger
for at orientere RNA polymerase |l korrekt, saledes at transkriptionen af genet kan
starte. Hastigheden for initieringen kan reguleres ved, at andre gen-regulatoriske
proteiner (trans-acting elements) bindes til genregulatoriske omrader (cis-acting
elements) kaldet enhancers eller silencers, der henholdsvis gger eller haemmer
initieringen af transkriptionen.

Beskriv den generelle struktur af proteoglycaner og af heparin.

Beskriv virkningen af heparin pa blodets koagulation og forklar virkningsmekanismen.
Svar:

Proteoglycaner bestar af en protein-del og en glycosaminoglycan-del, som er
karakteriseret ved gentagne enheder af disaccharider. Disse enheder bestar typisk af
en hexuronsyre og en hexosamin, der er bibragt negativ ladning som falge af N-
acetylering eller sulfatering. Hele glycosamin-delen er saledes steerkt negativt ladet.

Heparin er glycosaminoglycan-delen af et proteoglycan af heparansulfat-typen.

Heparin er en antikoagulans. Det bindes til og aktiverer antithrombin, hvorved det
prokoagulatoriske thrombin samt faktorerne 1Xa og Xa inaktiveres.

Et plasmamembranprotein er blevet isoleret og underkastet partiel hydrolyse. Herefter
er nedenstaende proteinfragment blevet oprenset og karakteriseret.
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Det antages, at en del af det pagaeldende proteinfragment er forankret i membranen.
Skitser/forklar hvordan fragmentet kan veere lokaliseret i forhold til plasmamembranen?
(Begrund svaret).

Vil proteinfragmentet vandre mod anoden (+) eller katoden (-) ved elektroforese ved pH
7,0? (Begrund svaret).

Maengden af proteinfragment blev malt ved spektrofotometri pa basis af dets indhold af
tryptofan. | en cuvette med lysvej pa 1,00 cm maltes en absorption pa 0,253 ved 280
nm. Tryptophan har en molaer absorptionskoefficient ved 280 nm pa 5100 mol™ x | x cm’
'. Der var ialt 4,00 ml proteinfragmentoplasning.

Hvor mange mikromol proteinfragment blev der isoleret?
Svar:

Den N-terminale del af peptidet kan eventuelt veere forankret i membranen (flere
hydrofobe aminosyrer) og resten af peptidet, med S-S binding of kulhydrater, findes pa
ydersiden.

Mod anoden (+), i sidekaederne er der 1 positiv ladning fra Lys og 4 negative ladninger
fra 2 Asp, 1 Glu og 1 NANA.

Abs =1 x ¢ x abs. koefficient

0,253 =1 x ¢ x 5100

c = 0,0000496 mol/l

4 ml oplgsning, 6 Trp

4 ml/6 x0,0000496 mol/l = 0,033 mikromol
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Eksamen i biokemi juni 2004

Essayopgave

Udviklingen af en velfungerende organisme er betinget af en ngjagtig replikation og
vedligeholdelse af cellernes DNA. Dette er en fundamental forudsaetning for, at
genernes ekspression sker i overensstemmelse med vaevenes behov.

Gor rede for de centrale enzymatiske processer, der forer til:
Replikation af DNA i kernen.

Reparation af beskadiget DNA i kernen.

Dannelse af proteiner.

Der skal skelnes mellem processer i kerne og i cytoplasma; men posttranslatoriske
processer skal ikke medtages.

Forslag til besvarelse:

DNA-syntese katalyseres af DNA-polymeraser. Disse enzymer er karakteriserede
ved deres evne til at tilkoble dNTP-nukleotiderne til en eksisterende 3'-ende ved at
afleese og indsaette de komplementeere nukleotider til DNA-skabelonen
(DNA-template). DNA-syntesen foregar i retningen 5' mod 3'.

Ved replikationens startpunkt (origin) adskilles de to DNA-strenge, hvorefter en
RNA-primase katalyserer dannelsen af en kort komplementaer RNA-kaede (primer)
pa begge strenge. Disse RNA-keeders 3'-ender er udgangspunkt for den egentlige
DNA-replikation.

Fra replikationens startpunkt udgar der en replikationsgaffel til hver side. Fra hver af
disse gafler replikeres begge strenge samtidigt ved en kontinuerlig henholdsvis en
diskontinuerlig replikationsproces (farende til "leading" henholdsvis "lagging strand").
Ved den kontinuerlige DNA-syntese syntetiseres en ubrudt DNA-streng fra den lille
RNA-kaede i startpunktet. Ved den diskontinuerlige replikationsproces (gen)startes
fra de sma RNA-kaeder, der er dannet ved RNA-primase i replikationsgaffelen for
hver ca. 200 baser.

En DNA-polymerase udfylder stykkerne mellem RNA-kaederne (Okazaki
fragmenter), hvorefter de sma RNA-kaeder borthydrolyseres og erstattes med
dNTP-nukleotider, og til sidst forbindes DNA-keederne ved hjaelp af DNA-ligaser.

Adskillige andre proteiner indgar ogsa i DNA-polymerasekomplekset, bl.a. helicaser
og SSB ("single strand binding") proteiner. Disse hjeelpeproteiner inducerer
strukturaendringer, sd DNA-skabelonkaeden blotlaegges for DNA-polymeraserne.
Atter andre enzymer som topoisomeraser (ikke pensum) udlgser
rotationsspaendinger foran replikationsgaffelen ved brydning henholdsvis
gendannelse af phosphodiesterbindinger i DNA-strengene.

(I Baynes & Dominiczak beskrives desuden forlaeengelser af telomerer med
hexamere enheder ved hjeelp af telomeraseenzymet, hvilket ikke er korrekt).
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DNA-polymerasekomplekset varetager desuden korrektioner af eventuelle
replikationsfejl under DNA-syntesen, idet de forkert indsatte nukleotider fijernes ved
en 3' mod 5' deoxyribonuklease- aktivitet, hvorefter DNA-syntesen forseetter.

Enzymsystemer afsgger til stadighed DNA for fejl, der matte veere opstaet tilfeeldigt
eller ved fysisk-kemiske pavirkninger (f.eks. straling). Fejlene korrigeres ved, at den
beskadigede base eller et mindre stykke DNA omkring laesionsstedet
borthydrolyseres. En DNA-polymerase indseetter herefter den eller de manglende
komplementeere baser til den ubeskadigede streng, hvorefter en DNA-ligase knytter
den sidst indsatte base til resten af DNA-strengen.

| kernen formidler RNA-polymeraser dannelse af RNA-transkripter i retningen ' mod
3' ved at bruge den ikke-kodende (antisense) DNA-streng som skabelon (template).
Disse RNA-polymeraser genkender veldefinerede startsteder for transkription. De
kan - i modseetning til DNA-polymeraser - starte polymerisering de novo, dvs. uden
en allerede eksisterende 3'-terminal.

De transkriptive processer farer til dannelse af hnRNA. Fra denne pulje dannes der
ved posttranskriptionelle processer ribosomalt RNA, tRNA og forstadier til mRNA.
Sidstnaevnte pasaettes en 5'-haette og 3'-polyA hale. Ved splejsningsreaktioner
fiernes introns fra dette forstadium til MRNA, og det modne mRNA - alene bestaende
af exons samt haette og hale -overfgres til cytoplasmaet.

mRNA er udgangspunkt for de translatoriske processer, der fgrer til dannelse af
proteiner fra aminosyrer. Ved translationen indgar foruden mRNA ogsa ribosomer
(savel frie som bundne til endoplasmatisk reticulum) samt tRNA. Ribosomerne er
komplekse strukturer, opbygget af ribosomalt RNA og proteiner, der katalyserer
proteinsyntesen. Ved enzymkatalyse kobles tRNA-molekylerne til deres respektive
aminosyrer og formidler via anticodon i tRNA kobling til den genetiske kode
(codons), som er indeholdt i mMRNA.

Translationen af et mMRNA initieres ved, at 40S-ribosomdelen binder et Met-tRNA i
dets P-site, hvorefter dette kompleks bindes til 5'-haetten og derefter "glider" mod
3'-enden, indtil komplekset mader et AUG startcodon. 60S-ribosomdelen bindes
herefter til 40S delen, hvorefter syntesen af peptidkaeden indledes ved, at en
aminoacyl-tRNA specifik for den efterfglgende codon bindes i A-site pa
40S-ribosomdelen. Den fgrste aminosyre (Met - siden den voksende peptidkaede) i
P-site overfgres herefter til aminoacyl-tRNA i A-site under dannelse af en
peptidbinding mellem C-terminalen i den overfarte aminoacyl-tRNA og
N-terminalen i aminoacyl-tRNA i A-site. (Processen katalyseres af en
peptidyltransferase).

Ribosomet "flyttes" én codon frem (formidlet af elongeringsfaktor-2 (EF-2)), hvorved
det tomme tRNA i P-site fjernes, og peptidyl-tRNA i A-site flyttes til P-site. Processen
gentages, indtil et stopcodon (UAA, UAG, UGA) eksponeres for A-site, hvorefter en
termineringsfaktor bindes til denne position. Dette afbryder translationen, og peptidet
hydrolyseres fra peptidyl-tRNA og friggres dermed fra ribosomet.
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Kortsvarsopgaver

| proteinaseinhibitoren, 2-makroglobulin ( 2M), indgar der en seerlig kovalent
binding, som er involveret i 2M's aktivitet som proteinaseinhibitor. Denne specielle
kovalente struktur er ikke et primaert resultat af den ribosomale translation.

Nedenfor vises et udsnit af 2M's kovalente struktur. 0 0

~N-CHz-C-M-CH-C-N-CH>
Angiv primeerstrukturen af det viste udsnit af 2M fra N- H H I:2H2 |I£=|:|
til C-terminal. 5 NH 0

C=0 CH-CHz-CHz-C-0H
Hvilke aminosyrer i det viste udsnit af 2M bidrager til CHz C=0
den seerlige kovalente binding, som ellers sjaeldent CHz-CH-NH
forekommer i proteiner? C=0
N
Hvilke funktionelle grupper i det viste udsnit af 2M kan CH-CHz—C-NH
udvise syre- eller baseegenskaber? C=0
Svar:
0
5L
(M)-Gly-Cys-Gly-Glu-Glu-Asn-(C)
O I R Y B Y B = I -

Thiolesterbinding mellem sidegrupperne fra Cys

(nr. 2) og Glu (nr. 5).
| det viste udsnit forekommer kun en carboxylsyregruppe fra Glu (nr. 4).

En stamoplasning af et enzym med kendt KM indeholder 1500 IU mL-1 (1 IU =1
mol min-1).

Den enzymkatalyserede reaktion fglger Michaelis-Menten kinetik: og KM = 10-5 mol
L-1

20 L af denne enzymstamoplgsning tilsaettes en blanding, indeholdende substrat og
alle gvrige relevante reagenser.

Efter fortynding til 1,000 mL er den initiale substratkoncentration 0,100 mol L-1.
Beregn initialhastigheden i denne reaktionsblanding.

Forklar (evt. ved beregning), at initialhastigheden i en reaktionsblanding med samme
enzymmeengde og samme volumen, men initial substratkoncentration pa 0,005 mol
L-1, bliver den samme som i reaktionsblandingen i spgrgsmal a.

Svar:

De 20 L enzymstamoplagsning - med enzymkoncentrationen 1500 U mL-1 -
fortyndes i reaktionsblandingen til 1,000 mL.
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3.a.

3.b.

3.a.

3.b.

Derved bliver Vmax i reaktionsblandingen:

1500x 107 molmin™

x20x10° L

Vmax = 10°L : = 30 mmol min-1 L-1
10°L

... 0g VO i reaktionsblandingen:

Vo = 30x108 molmin'L'x010moll! = 30 mmol min-1 L-1
10" mol-"+0,100mol L

altsa VO = Vmay, - fordi [S]0 >>> KM
| denne reaktionsblanding er [S]0 >> KM, hvorfor VO ? Vmax, hvilket ogsa fremgar af:

VO = = 29,9 mmol min-1 L-1
30x10° mol min™'L-"x 0,006 ol L
_ 10°° nol.'+0,006 ol ] _
Under en langvarig faste gges bade forbreendingen af
fedtsyrer og produktionen af ketonstoffer i leveren.
Forklar - med angivelse af relevante reaktioner - hvordan den samtidige stigning i
gluconeogenesen kan virke fremmende pa ketogenesen.

| et ekstrahepatisk vaev - specielt muskler - heemmes glycolysen under faste.
Forklar - med angivelse af relevante reaktioner - hvordan den forggede
fedtsyreforbraending bidrager til at haemme glycolysen i ekstrahepatisk vaev.

Svar:

Under faste er fedtvaevslipasen aktiveret. Den betydelige tilfgrsel af fedtsyrer til
leveren giver anledning til en kraftig forggelse af den mitochondrielle -oxidation,
hvilket fgrer til en stigning i koncentrationen af acetyl-coA ledsaget af en betydelig
energiproduktion. Acetyl-coA kan indga i citratcyklus ved dannelse af citrat. Men den
videre omdannelse af citrat (egentlig isocitrat) er heemmet af den rigelige energi fra
-oxidationen af fedtsyrer (i form af FADH2, NADH2 & ATP) samt den meget lave
koncentration af oxaloacetat (og malat), der indgar i gluconeogenesen.

Den resulterende ophobningen af acetyl-coA farer i stedet til ketogenese.

| ekstrahepatisk vaev vil den ggede maengde af citrat i mitochondrierne "flyde over"

i cytosol og dér heemme phosphofructokinasen og dermed haemme omdannelsen

af Fru-6-P til Fru-1,6-P2. | mitochondrierne vil den ggede meengde af acetyl-coA (fra
-oxidation af fedtsyrer) heemme pyruvatdehydrogenasen og dermed dannelse af
acetyl-coA fra glycolysens pyruvat. Endelig vil den ggede produktion af ATP heemme
bade pyruvatdehydrogenasen og (i cytosol) pyruvatkinasen.
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Dannelse af disulfidbinding, glycosylering, sulfatering, phosphorylering og
hydroxylering er velkendte elementer i modifikationen af ny-translaterede proteiner.
For enkelte proteiner geelder det endvidere, at nogle bestemte aminosyresidegrupper
skal underga specifikke kemiske modifikationer, far proteinet kan udfylde sin
endelige funktion.

Neevn tre eksempler pa sadanne modificerede aminosyresidegrupper og angiv i
hvilke proteiner, de forekommer - ét protein for hvert eksempel er tilstraekkeligt.

Gar rede for de naevnte modifikationers betydning for de respektive proteiners
funktion.

Giv eksempler pa kliniske forhold, der kan opsta, hvis de angivne aminosyrer ikke
modificeres i normalt omfang.

Svar:

Oxidativ deaminering af lysinsidegrupper farer til reaktive aldehyder (som allysin) i
prokollagen og elastin.

Carboxylering af glutamatsidegrupper farer til -carboxyglutamatsidegrupper (Gla) i
blodkoagulationsfaktorerne I, VII, IX og X samt i protein C og S.

lodering og aeterbinding mellem tyrosinsidegrupper farer til tri- og tetraiodthyroniner i
thyroglobulin.

De oxidativt deaminerede lysinsidegrupper er udgangspunkt for dannelsen af de
fiberstabiliserende kovalente tvaerbindinger (som desmosin) i elastin og kollagen.

y-Carboxyglutamatsidegrupper er afggrende for, at blodkoagulationsfaktorerne I, VII,
IX og X samt protein C og S, via Ca2+ og phosphatidylserin, kan bindes til
thrombocyt- og cellemembraner pa koagulationsstedet.

Dannelsen af iodthyroniner er en forudseetning for produktion af
thyreoideahormonerne T3 og T4.

Mangel pa de deaminerede lysinsidegrupper (allysiner) kan fare til deformering af
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5.b.
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knogler og led samt kar-aneurismer.

Mangel pa y-carboxyglutamatsidegrupper vil medfgre gget bladningstendens.
Mangel pa T3 og T4 kan medfare treetheds- og kuldefornemmelse, vaegtstigning og
manglende koncentrationsevne hos voksne - samt fare til retardering (hos nyfadte)
og manglende laengdevaekst hos bgrn.

Beskriv to eksempler pa specifikke bindingsfunktioner af sacchariddelen(e) i
glycoproteiner og forklar deres biologiske betydning.

Angiv hvilke typer af enzymer, der er ngdvendige for nedbrydning af proteoglycaner,
og forklar hvorfor en genetisk betinget mangel pa eller manglende funktion af et af
disse enzymer medfgrer sygdom.

Svar:

Sacchariddelen af adskillige lysosomale enzymer (mannose-6-phosphatgrupper pa
N-linked oligosaccharider, "targeting signal") bindes til en receptor, der sarger for
transport fra Golgi-apparatet til lysosomer. En manglende bindingsfunktion farer til,
at lysosomer ikke kan nedbryde komplekse proteoglycaner og forskellige komplekse
lipider. Dette resulterer i sygdom ("l-cell disease").

Sacchariddelen af et glycoprotein pa leukocytters overflade bindes til et protein pa
endothelceller. Resultatet er, at leukocytterne "ruller" langs endothelcellerne, hvorved
deres passage igennem monolaget af endothelceller lettes.

Proteolytiske enzymer (proteinaser), glycosidaser og sulfataser i lysosomerne.
Manglende funktion af et af disse enzymer medfarer, at proteoglycaner ikke kan
nedbrydes pa normal made. | stedet akkumuleres de i lysosomerne, hvilket kan
skade cellefunktioner og resultere i mucopolysaccharidoser ("lysosomal storage
disease").
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