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Oppgave 1
Tenk deg at du arbeider i et biokjemisk laboratorium. Du trenger ATP for å kunne gjennomføre et laboratorieforsøk med et interessant enzym, og får låne en ATP-løsning av sidepersonen. Konsentrasjonen er ukjent, og du bestemmer deg for å måle den spektrofotometrisk. Du tar 50 µl av ATP-løsningen, fortynner med 2,95 ml 0,1 M HCl og måler absorbansen ved 260 nm og en lysvei på 1 cm. Du måler en absorbans på 0,312. I en lærebok finner du at den molare absorbsjonskoeffisienten for ATP er 15600 M-1 cm-1 

a) Hva var konsentrasjonen av ATP i løsningen du fikk låne?

Du føler deg ikke trygg på at UV-målingen har gitt riktig resultat, og bestemmer deg for å bestemme ATP-konsentrasjonen på en annen måte. Fra MBV2020-kurset husker du at mengden syrelabilt fosfat i ATP kan bestemmes ved å behandle ATP med 1 M HCl ved 100 ºC i 15 minutter. Da vil syreanhydridbindingene i ATP hydrolyseres, slik at 2 molekyler uorganisk fosfat frigjøres fra hvert ATP-molekyl. Mengden av uorganisk fosfat i prøven kan så bestemmes ved å tilsette natriummolybdat og redusere kompleksene som dannes med Na2S2O5. I nærvær av p-aminofenolsulfat dannes da i løpet av 45 minutter ved romtemperatur et blåfarget kompleks som kan måles spektrofotometrisk ved 660 nm.
Du tar 0,25 ml av ATP-løsningen, tilsetter 0,25 ml vann og 0,5 ml 2 M HCl og inkuberer blandingen ved 100 ºC i 15 minutter. Så tilsettes reagensene for fosfatanalysen. Du setter også opp en standardkurve for fosfatbestemmelsen ved å ta ut 0,25 ml, 0,5 ml og 1,0 ml av en løsning med 1 µmol/ml fosfat, justere volumene til 1 ml med vann og tilsette reagensene for fosfatanalysen. Du får følgende resultater:
	Prøve
	A660

	0,25 ml fosfatløsning
	0,125

	0,5 ml fosfatløsning
	0,250

	1,0 ml fosfatløsning
	0,500

	Prøven med syrehydrolysert ATP
	0,300


b) Hvor godt stemmer resultatet fra fosfatanalysen med den konsentrasjonen du fant ved UV-spektroskopisk analyse? (Hvis du trenger å lage en standardkurve, vi vanlig rutepapir gi tilstrekkelig nøyaktighet).
Du bestemmer deg for å bruke den lånte ATP-løsningen i forsøkene dine, men får svært dårlige resultater. Du begynner å mistenke at ATP i løsningen kan ha blitt nedbrutt til ADP og/eller AMP, som en følge av lang tids lagring av løsningen ved romtemperatur.
c) Hvordan kan du kontrollere om dette stemmer ved å endre litt på metoden ovenfor for bestemmelse av syrelabilt fosfat?

Kontrollforsøket ditt viste at ATP-løsningen var blitt ødelagt. Du lager en ny løsning med samme konsentrasjon av nyinnkjøpt ATP og bruker denne i forsøkene dine. Nå går alt bra. Du måler absorbansen ved 260 nm i en reaksjonsblanding før og etter at enzymet du arbeider med har omdannet alt ATP til ADP.
d) Hvilken endring av absorbansen ved 260 nm vil du forvente som følge av enzymreaksjonen?

e) (Bonusspørsmål) Enzymet ribosefosfat pyrofosfokinase katalyserer en overføring av en pyrofosfatgruppe til ribose-5-fosfat, slik at det dannes fosforibosylpyrofosfat:
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Du lar dette enzymet virke i en reaksjonblanding med ATP og et overskudd av ribose-5-fosfat. Etter at alt ATP har reagert bestemmer du syrelabilt forfat ved å behandle reaksjonsblandingen med HCl ved 100 og tilsette reagenser som beskrevet ovenfor. Hvor mye uorganisk fosfat forventer du å finne pr. molekyl ATP tilsatt til enzymreaksjonen?
Svar:

a) Konsentrasjonen i kuvetten blir 0,132/15600 M = 2 x 10-5 M. Siden kuvetten inneholder 60x fortynnet løsning er konsentrasjonen i den ufortynnete løsningen 1,2 mM,

b) Absorbansen i prøven tilsvarer absorbansen av 0,6 ml fosfatløsning ut fra standardkurven, altså 0,6 µg fosfat. Siden dette er mengden i 0,25 ml av ATP-løsningen blir mengden fosfat dannet fra 1 ml ATP-løsning 2,4 µmol. Siden et ATP-molekyl gir to fosfatmolekyler ved syrehydrolysen, tilsvarer dette 1,2 µmol ATP eller en konsentrasjon på 1,2 mM. Det er altså god overensstemmelse mellom dette resultatet og resultatet oppnådd ved UV-måling.

c) Du kan undersøke dette ved å kjøre analysen som i b), men uten behandling med syre ved høy temperatur. En løsning av intakt ATP vil da ikke inneholde uorganisk fosfat mens en helt eller delvis nedbrutt løsning vil inneholde uorganisk fosfat som kan påvises ved analysen.
d) Siden det er den heterosykliske basen som absorberer UV-lys, og siden basen er den samme i ATP og ADP, vil vi ikke forvente at A260 endres.

e) Alt ATP er omdannet til AMP, som ikke kan frigi mer uorganisk fosfat ved sur hydrolyse. Men hva med pyrofosfatgruppen i PRPP? Den gode student vil resonnere seg fram til at denne er ustabil og at det avspaltes 1 mol fosfat pr. mol PRPP

Oppgave 2
a) Gjør kort rede for reaksjonene som ligger til grunn for påvisning av karbohydrater med anthronreagenset. Bruk gjerne kjemiske formler.

b) Du bruker anthronreagenset til å analysere en rekke stoffer for nærvær av karbohydrat. Forbindelsene du kontrollerer er:

i) Stivelse
ii) Laktose
iii) Glukosamin
iv) RNA
v) En treflis
Hva slags resultater forventer du for disse stoffene? Hvorfor?

c) I kurset har dere undersøkt to enzymer som nedbryter polysakkarider: α-amylase fra spytt og fosforylase fra potet. Hvilke reaksjoner katalyserer disse to enzymene? Hvilke produkter blir dannet dersom disse enzymene får virke på amylose?
d) Reaksjonen som katalyseres av fosforylase er reversibel, og retningen som nettoreaksjonen går i vil bestemmes av konsentrasjonen av to forbindelser. Hvilke forbindelser? Hvordan vil du legge forholdene til rette for å tvinge enzymet til å syntetisere amylose?

e) (Bonusspørsmål) Du har en løsning av polysakkaridet amylose og en annen løsning av polysakkaridet amylopektin. I begge løsningene inneholder gjennomsnittsmolekylet 25 000 glukoseenheter. Amylopektinmolekylene har gjennomsnittlig en α-1,6-forgrening for hver 25. glukoseenhet.
i) Hvor mange reduserende ender har hvert amylosemolekyl i gjennomsnitt? Og hvor mange reduserende ender har det gjennomsnittlige amylopektinmolekyl?

ii) Hvor mange ikkereduserende ender har hvert amylosemolekyl i gjennomsnitt? Og hvor mange ikkereduserende ender har det gjennomsnittlige amylopektinmolekyl?

iii) Du tilsetter et overskudd av enzymet fosforylase til hver av løsningene, sammen med en fosfatbuffer, og måler hastigheten som glukose-1-fosfat dannes med. Vil hastigheten være forskjellig i de to løsningene. Hvis ja, hva vil forskjellen være?
Svar:

a) Ved behandling med sterke syrer dehydratiseres ikke-nitrogenholdige monosakkarider til furfural og furfuralderivater. Polysakkarider vil først hydrolyseres til monosakkarider og dehydratiseres på samme måte. Furfural og derivater vil reagere med alkoholer og danne acetaler og hemiacetaler. Dersom alkoholen er fornuftig valgt, for eksempel anthron, vil produktene absorbere synlig lys, og mengden kan derfor bestemmes spektrofotometrisk

b) Stivelse-polysakkarid-farge, laktose-disakkarid-farge, glukosamin-aminoholdig sukker som ikke reagerer-ingen farge, RNA nedbrytes til bl. a. ribose ved syrebehandlingen-monosakkarid-farge, treflis-mye cellulose-polysakkarid-farge.
c) α-amylase kutter glykosidbindinger inne i amylosepolymeren slik at antall kjeder øker og kjedelengden avtar. Korte kjeder kuttes ikke eller lite effektivt, så til slutt vil man ende opp med en blanding av maltose (di-glukose), mannotriose og andre korte kjeder. Forforylase kutter av en og en glukoserest fra den ikke-reduserende enden og innfører samtidig fosfat i den avkuttede glukoseresten, slik at produktet etter fullført reaksjon blir glukose-1-fosfat.

d) Nettoretningen av reaksjonen bestemmes av forholdet mellom fosfatkonsentrasjon og glukose-1-fosfatkonsentrasjon. Ønsker man nedbrytning bør det tilsettes rikelige mengder av fosfat, mens syntese krever en passelig høy konsentrasjon av glukose-1-fosfat og så lite fosfat som mulig.

e) i) Hvert amylosemolekyl har en reduserende ende. Forgreningene i amylopektin endrer ikke antall reduserende ender, så her er rett svar også 1.

ii) Hvert amylosemolekyl har 1 ikke-reduserende ende. For amylopektin kan man for eksempel tenke seg at man starter med et uforgrenet amylosemolekyl, kutter av en bit av denne og limer den til den andre kjeden via en α-1,6-binding. Vi har nå 2 ikkereduserende ender. Dersom vi gjentar dette 1000 ganger har vi et amylopektinmolekyl med gjennomsnittlig en forgrening for hver 25. glykoseenhet. Vi vil i dette molekylet ha 1000 ikkereduserende ender, siden det dannes en ny for hver kutting.
iii) Fosforylase fjerner glukoseenheter fra den ikkereduserende enden. Et overskudd av enzymet vil si at alle ender enzymet kan kutte noe fra vil ha enzym bundet til seg. Siden amylopektinløsningen har 1000 ganger flere slike ender enn amyloseløsningen vil reaksjonen gå 1000 ganger fortere i amylopektinløsningen enn i amyloseløsningen (men vil opphøre før alt er nedbrutt fordi fosforylase alene ikke kan håndtere forgreningspunktene).
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The last question in each exercise is a “bonus question”. Missing or incomplete answers to these questions will not count against you, while sensible answers will give you extra points. These question address problems that have not been dealt with directly in the course, but that students with a good understanding of the topics touched upon in the course should be able to answer.
Exercise 1

Imagine that you are working in a biochemistry lab. You need some ATP to perform an experiment involving an interesting enzyme, and your lab neighbour lets you borrow an ATP solution. The ATP concentration is not known, and you decide to measure it using a spectrophotometer. You dilute 50 µl of the ATP solution with 2.95 ml of 0.1 M HCl and measure the absorbance at 260 nm and a light path of 1 cm. The absorbance turns out to be 0.312. In a textbook you find the molar absorption coefficient of ATP to be 15,600 M-1cm-1. 
a) What was the ATP concentration in the solution you borrowed?

You feel uncertain about the correctness of the UV measurement and decide to determine the ATP concentration in an alternative way. From the MBV2020 course you remember that the amount of acid labile phosphate in ATP can be determined by treating ATP in 1 M HCl at 100 ºC for 15 minutes. This treatment will hydrolyze acid anhydride bonds in ATP and liberate two molecules of inorganic phosphate from each ATP molecule. Then the amount of inorganic phosphate in the sample can be measured by adding sodium molybdate and reduce the complexes that form using Na2S2O5. In the presence of p-aminophenyl sulfate, a blue complex will form within 45 minutes at room temperature, and the color can be measured in a spectrophotometer at 660 nm.
You add 0.25 ml of water and 0.5 ml of 2 M HCl to 0.25 ml of the ATP solution and incubate the mixture at 100 ºC for 15 minutes. Then you add the reagents necessary for the color reaction. You also produce a standard curve for the phosphate assay by taking out 0.25, 0.50 and 1.0 ml of a 1 µmol/ml phosphate solution, adjusting the volumes to 1 ml with water and adding the reagents necessary for the color reaction. You obtain the following results:

	Sample
	A660

	0.25 ml phosphate solution
	0.125

	0.5 ml phosphate solution
	0.250

	1.0 ml phosphate solution
	0,500

	Your sample with acid-hydrolyzed ATP
	0.300


b) How well does the result from the phosphate analysis correspond to the concentration obtained by UV spectrophotometric analysis? (If you need to make a standard curve, normal squared paper will give a sufficient accuracy).
You decide to use the borrowed ATP solution for your experiments, but the results are not very promising. You start suspecting that the ATP in the solution may have been broken down to ADP and/or AMP, due to long time storage of the solution at room temperature.

c) How can you confirm your suspicions by introducing small changes into the method described above for measuring acid-labile phosphate?

Your control experiment confirms that the ATP solution has been degraded. You prepare a new solution of freshly bought ATP and use for your experiments. Everything now goes well. You measure the absorbance at 260 nm in a reaction mixture before and after conversion of all ATP to ADP through the action of the enzyme you are investigating.

d) What changes in the absorption at 260 nm do you expect as a consequence of the enzyme reaction?

e) (Bonus question) The enzyme ribose phosphate pyrophosphokinase catalyzes the transfer of a pyrophosphate group to ribose 5-phosphate to produce phosphoribosyl pyrophosphate:
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You let this enzyme do its work in a reaction mixture containing ATP and a surplus of ribose 5-phosphate. When all ATP has reacted, you measure acid-labile phosphate by treating the reaction mix with HCl at 100 ºC and adding reagents as described above. How much inorganic phosphate would you expect to find for each molecule of ATP that was added to the reaction mixture?

Exercise 2

a) Describe briefly the reactions that are fundamental for the detection of carbohydrates using the anthrone reagent, preferably using chemical formulas.
b) You use the anthrone reagent to analyse several types of material for the presence of carbohydrates. The materials are:

i) Starch

ii) Lactose

iii) Glucosamine

iv) RNA

v) A wooden splinter

c) What kind of results would you expect, and why?

d) During the course, you studied two enzymes that will break down polysaccharides: α-amylase from saliva and phosphorylase from potato. What reactions do these enzymes catalyze? What products are formed if these enzymes are used to degrade amylase?

e) The reaction catalyzed by phosphorylase is reversible, and the direction of the net reaction is determined by the concentration of two compounds. What compounds? What conditions would you use to force the enzyme to synthesize amylase?
f) (Bonus question) You have a solution of the polysaccharide amylase and another solution of the polysaccharide amylopectin. In both solutions, the average molecule contains 25,000 glucose residues. The amylopectin molecules have on the average one α-1,6 branch point for every 25th glucose unit.
i) How many reducing ends will the average amylose molecule have? And how many reducing ends will the average amylopectin molecule have?

ii) How many non-reducing ends will the average amylose molecule have? And how many non-reducing ends will the average amylopectin molecule have?

iii) You add an excess of the enzyme phosphorylase to each solution, together with a phosphate buffer, and measure the formation rate of glucose 1-phosphate. Will the rate be different in the two solutions? If yes, what will the difference be?
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