 ДEСЕТА НАСТАВНА ЈЕДИНИЦА - МЕТАБОЛИЗАМ НУКЛЕОТИДА
Нуклеинске киселине: Катаболизам и анаболизам нуклеотида и нуклеинских киселина, метаболизам пурина и пиримидина.

Која је улога и функција НУКЛЕОТИДА у организму?

Нуклеотиди:

· Мономерне јединице нуклеинских киселина – ДНК и РНК. 

· Прекурсори за биосинтезу многих биомолекула. 

· Аденински нуклеотид ATP је универзални енергетски “покретач” највећег броја ензимских реакација. 

· Аденински нуклеотиди (AMP) су компоненте 3 главна коензима (косупстрата и простетичних група): NADH, NADPH, FADH2, CoA. 
· Гуанински нуклеотид GTP је извор енергије за синтезу протеина. 

· UTP – извор енергије за активацију глукозе и галактозе. 

· CTP – извор енергије током метаболизма липида – масти. 

· Регулатори метаболизма: cAMP, ковалентне модификације уз ATP 

ВАЖНО: Нуклеотиде и њихове азотне базе можемо синтетисати у организму на два начина: de novo синтезом или salvage процесима – тј. рециклирамо већ постојеће нуклеотиде.

Хемијска структура азотних база, нуклеозида, нуклеотида

АЗОТНЕ БАЗЕ  су главне компоненте нуклеотида. Постоје две врсте азотних база: Пуринске и Пиримидинске базе.

Пуринске базе се састоје од ДВА АЗОТНА ПРСТЕНА (6- и 5-угаони азотни прстен спојени заједно).

[image: ]АДЕНИН – 6-амино пурин 
ГУАНИН – 2-амино-6-окси-пурин 
Хипоксантин – 6-окси-пурин

Ксантин – 2,6-диокси-пурин

Аденин и Гуанин улазе у грађу ДНК и РНК! 
Хипоксантин и Ксантин не улазе у грађу ДНК и РНК, али су веома важни међупроизводи у метаболизму азотних база.

ПИРИМИДИНСКЕ БАЗЕ се састоје од ЈЕДНОГ 6-УГАОНОГ АЗОТНОГ ПРСТЕНА.
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ТИМИН = 2,4-dioksi-5-metil pirimidin 
ЦИТОЗИН = 2-oksi-4-amino pirimidin 
[bookmark: _GoBack]Урацил = 2,4-dioksi pirimidin 
Оротична киселина = 2,4-dioksi-6-carboksi pirimidin
Timin I Uracil – улазе у састав RNK

Нуклеозиди:
Настају спајањем гликозидним везама шећера рибозе (РНК) или дезоксирибозе (ДНК)  за пуринску (веза измећу 1С шећера – 9N базе) или пиримидинску базу (веза измећу 1С шећера – 1N базе). 
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Номеклатура нуклеозида:
На пуринску базу додати – ОЗИН			На пиримидинске базе се додаје наставак – ИДИН
АДЕНИН – АДЕНОЗИН				ЦИТОЗИН - ЦИТИДИН
ГУАНИН – ГУАНОЗИН				ТИМИН – ТИМИДИН
ХИПОКСАНТИН – ИНОЗИН			УРАЦИЛ – УРИДИН

НУКЛЕОТИДИ

Додајући једну или више фосфатних група на шећер нуклеозида добијамо НУКЛЕОТИД. Фосфатна група се везује ЕСТАРСКИМ везама за 5' угљеник рибозе или дезоксирибозе.
[image: ]
Номенклатура:

Нагласи се на ком положају се налази фосфатна група или групе и колико их има (нпр. 5' моно, ди, три, фосфат) + НУКЛЕОЗИД!!!!

Важно – само ако се у структури нуклеозида налази ДЕОКСИРИБОЗА, онда у имену нуклеотида наглашавамо да га гради ДЕОкси шећер.
Нпр.  5’ деокси гуанозин дифосфат
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ПОЛИНУКЛЕОТИДИ:

Полинуклеотиди настају спајањем два или више нуклеотида 3’- 5’ фосфо-диеастарким везама. Веза се формира између 3’ C-OH шећера једног нуклеотида и фосфатне групе и те исте фосфатне групе везане за 5’ C-OH шећера другог нуклеотида. Полимеризација монофосфатних рибонуклеотида генерише РНК, а полимеризација монофосфатних деоксирибонуклеотида генерише ДНК.
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МЕТАБОЛИЧКИ ПУТЕВИ НУКЛЕОТИДА


1. Разградња – хидролиза нуклеинских киселина 

2. Катаболизам нуклеотида, нуклеозида, и азотних база 
3. De novo синтеза пурина и пиримидина 
4. Salvage синтеза пурина и пиримидина 

РАЗГРАДЊА – ХИДРОЛИЗА НУКЛЕИНСКИХ КИСЕЛИНА и НУКЛЕОТИДА
Нуклеинске киселине се уносе храном у облику нуклеопротеина и варе се у дигестивном тракту:

1. У танком цреву под дејством протеолитичких ензима долази до ослобађања нуклеинских киселина од протеина. 
2. Нуклеинске киселине даље у танком цреву разлажу ЕНДОНУКЛЕАЗЕ из панкреасног сока до мешавине полинуклеотида. 
3. 3’- и 5’-полинуклеотиди се разлажу до мононуклеотида помоћу ЕГЗОНУКЛЕАЗА или фосфодиестераза дајући мононуклеотиде.


4. 5’-мононуклеотиди се даље разлажу на нуклеозиде и фосфатну групу под дејством НУКЛЕОТИДАЗА и ФОСФАТАЗА (ФОСФОМОНОЕСТЕРАЗЕ).
5. Даље, нуклеоизид се  цепа на азотну базу (пуринску или пиримидинску) и на шећер рибозо-1-фосфат или деоксирибозо-1-фосфат под дејством ензима НУКЛЕОЗИД ФОСФОРИЛАЗЕ – фосфоролитичко разлагање. 
6. Пурини се под дејством КСАНТИН ОКСИДАЗЕ даље метаболишу тј. оксидишу до мокраћне киселине која се излучује мокраћом.
 
AMP има два алтернативна метаболичка пута разградње

	А) AMP се прво дефосфорилише у нуклеозид Аденозин, а затим се путем дезаминације (деаминације) под дејством аденозин деаминазе претвори у нуклеозид Инозин. Инозину се одузима рибозо-1-фосфат уз помоћ ензима нуклеозид фосфорилазе и преводи се у пуринску базу Хипоксантин. Хипоксантин се оксидише у ксантин до мокраћне киселине под утицајем ксантин оксидазе (ко-продукт је водоник пероксид). Код човека мокраћна киселина се излучује мокраћом, а водоник пероксид разлаже каталаза.

	Б) AMP се дезаминише у IMP под дејством AMP дезаминазе, затим се IMP одузима фосфорил-група хидролитичким путем под дејством нуклеотидаза у Инозин. Остатак овог метаболичког пута AMP-а је идентичан као под А. Овај метаболички пут AMP-а је од примарног значаја у многим ткивима и органима (јетри).
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Метаболички пут разградње GMP-а

GMP се хидролизује под дејством нуклеотидаза до нуклеозида Гуанозина. Нуклеозид фосфорилаза разлаже гуанозин до Гуанина одузимајући му рибозо-1-фосфат, а затим се претвара у Ксантин помоћу гуанин дезаминазе (дезаминација – одузимање амино групе). Ксантин се оксидише до мокраћне киселине помоћу ксантин оксидазе (ко-продукт је водоник пероксид).

Метаболизам AMP представља ткзв. „пурински циклус", а то значи да из IMP може настати GMP или поново AMP!!!

!!! ДА НАУЧЕ О КСАНТИН ОКСИДАЗИ – флавопротеин, садржи не-хемски везано гвожђе и молибден. Постоји у две форме NAD+-дехидрогеназа и оксидаза. Ова два облика ензима су интерконвертибилна, под утицајем спољних фактора као што су промене средине, температуре, или дејством протеаза. У реакцији катализованој ксантин оксидазом настаје токсични супероксид анјон радикал. Најактивнија је у јетри, танком цреву и бубрезима.
Код свихКатаболизам пуринских нуклеотида, нуклеозида и база

Код свих сисара, СЕМ ЧОВЕКА, мокраћна киселина се даље разлаже на алантоин под дејством ензима урат оксидазе, који излучују као крајњи продукт пуринског катаболизма. Код неких врста риба и водоземаца алантоин се даље разлаже на алантоинат под утицајем алантоиназе, па затим на глиоксилат и уреу под дејством алантоиказе.
 [image: ]
Пиримидини се метаболишу до β-уреидипропионатa који се метаболише до β-аланина, амонијака (NH3) и угљен диоксида (CO2).  β-аланин je прекурсор за синтезу коензима-А. 

Оне пуринске и пиримидинске базе које се нису разложиле у организму се рециклирају, тј. поново се користе за синтезу нуклеотида, а затим и нуклеинских киселина. На жалост,  рециклирање азотних база не задовољава потребе организма за нуклеотидима, већ су потребе веће, што захтева њихову поновну синтезу и то de novo синтезу у јетри (активно) и лимфоцитима.
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ДЕ НОВО СИНТЕЗА ПУРИНСКИХ НУКЛЕОТИДА 
[image: 19-7]Редослед синтезе:
1. Синтеза IMP 

2. Снтеаза AMP и GMP 
3. Синтеза динуклеотида ADP и GDP 
4. Синтеза тринуклеотида ATP и GTP

Биосинтетско порекло појединих атома у пуринском прстену:                  

1.АЗОТ – АСПАРТАТ

2. и  8. УГЉЕНИК - ФОРМИЈАТ 
3. и  9. АЗОТ – ГЛУТАМИН 
4, и 5.  УГЉЕНИК и 7. АЗОТ – ГЛИЦИН 

6. УГЉЕНИК – БИКАРБОНАТ 

Преглед реакција DE NOVO СИНТЕЗЕ ПУРИНСКИХ НУКЛЕОТИДА

	Пуринске базе синтетишу се de novo у реакцијама у којима из аминокиселина настају нуклеотиди. Највећи део синтезе de novo одвија се у јетри, одакле азотне базе и нуклеозиди прелазе у еритроците, а затим и у друга ткива. Значајна количина нуклеотида настаје и у мозгу. Пошто је за синтезу de novo потребно 6 високоенергетских веза по молекулу пурина, у многим типовима ћелија одвијају се путеви рециклизације, којима слободне базе и нуклеозиди могу да се преведу у нуклеотиде.

1.  реакција (РЕГУЛАТОРНА)

[image: 26_003]Формира се 1-пирофосфорибозил-5-фосфат или PRPP који настаје из рибозо-5-фосфата и уз утрошак ATP (PRPP синтетаза).  Додају се 2 фосфорил групе на 1. угљеник рибозе. PRPP је прекурсор за синтезу пиримидинских нуклеотида, као и за синтезу NAD и NADP. Реакција је регулаторна али није карактеристична само за биосинтезу пурина.

2.  реакција (РЕГУЛАТОРНА)

PRPP реагује са глутамином и настаје 5’-фосфорибозиламин (амидо-фосфо-рибозил-трансфераза). Трансферује се амино група из глутамина на 1. угљеник рибозе и губи се пирофосфат (два фосфата) а од глутамина остаје глутаминска киселина.
 Ова амино група је уједно и 9. атом азота у будућем пуринском прстену. Реакција је високорегулаторна и прва карактеристична искључиво за синтезу пурина.

3. реакција
5’фосфорибозиламин реагује са глицином и настаје 5’фосфорибозил-глицин-амид и троши се ATP (фосфорибозил-глицинамид синтетаза). Глицин (уграђује се целокупан молекул глицина) се додаје на амино групу која се налази на 5. угљенику рибозе.
Глицин даје уједно и 4. и 5. атом угљеника и 7. атом азота у будућем пуринском прстену.

4. реакција
5’фосфорибозил-глицин-амид реагује са активном формом фолне киселине (N5, N10, метенил тетрахидрофолна киселина) N10-ФОРМИЛ-THF и настаје 5’фосфорибозил-формил-глицин-амид (фосфорибозил-глицинамид формил трансфераза). Формил група се трасферује са N10-формил-THF на глицин 5’фосфо-рибозил-глицинамид.
Формил је уједно и 8. атом угљеника у будућем пуринском прстену.

5. реакција
5’фосфорибозил-формил-глицинамид реагује са глутамином и настаје 5’фосфорибозил-формил-глицинамиДИН (фосфорибозил-формил-глицинамид синтетаза). Амино група из глутамина се везује за 4. атом угљеника будућег пурина уз утрошак ATP.
Ова амино група је уједно и 3. атом азота у будућем пуринском прстену.

6.   реакција

Затвара се имидазолов прстен уз утрошак ATP и настаје 5'фосфорибозил-5'аминоимидазол (фосфорибозил-амино-имидазол-синтетаза).

7.   реакција
5'-фосфорибозил-5'-аминоимидазол реагује са молекулом респираторног угљеник диоксида (CO2) и настаје 5'фосфорибозил-карбокси-амино-имидазол (фосфорибозил-аминоимидазол-карбоксилаза). Додаје се карбоксилна група на 5. атом угљеника будућег пурина уз утрошак ATP.

Овај атом угљеника је уједно и 6. атом угљеника будућег пурина.

8.   реакција
5’-фосфорибозил-карбокси-амино имидазол реагује са аспартатом и настаје 5’-фосфорибозил-аминоимидазол-4’N сукцинил-карбоксиамид (фосфорибозил-аминоимидазол-сукцинокарбоксиамид синтетаза) уз утрошак ATP. Алфа амино група из аспартата се везује за 6. атом угљеника будућег пурина, а преостали део аспартат се назива СУКЦИНИЛ група.
Ова алфа амино група уједно је и 1. Атом азота у будућем пурину.

9.   реакција
Одваја се фумарат или фумарна киселина из 5’фосфорибозил-аминоимидазол-4’N сукцинил-карбоксиамида помоћу ензима аденилсукцинат-лиазе и добија се 5’фосфорибозил-5’аминоимидазол-4’карбоксиамид. Овај ензим цепа сукцинил групу од 1. aтома азота будућег пурина.

10.  реакција

5'-фосфорибозил-5-аминоимидазол-4'-карбоксиамид реагује са активном формом фолне киселина N10-формил-THF и настаје 5’-фосфорибозил-формаминоимидазол-4-карбоксиамид (5’фосфорибозил-5-аминоимидазол-4-карбоксиамид формилтрансфераза), Формил група се трансферује са N10-формил THF на 3. атом азота будућег пурина.
Овај атом је уједно и 2. aтом угљеника у будућем пурину.

11. реакција

Долази до губитка воде из једињења, затварања престена и настаје Инозин-монофосфат или IMP уз каталитичко дејство ензима инозин-монофосфат-циклохидролазе.
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!!!!УТРОШЕНО 6 молекула ATP-а за синтезу једног молекула IMP!!!!

СИНТЕЗА AMP и GMP из IMP 

IMP је раскршће синтезе из кога могу да настану аденински и гуанински нуклеотиди.

Синтеза AMP: Аминација IMP и одвајање сукцинил групе.

1. реакција:
IMP + АСПАРТАТ дају аденил-сукцинат (аденилсуцкинат синтетаза) и троши се GTP. 
Алфа амино група аспартата постаје амино група AMP-а везана за 6C атом пурина.

2. реакција: 
Сукцинил група се одваја од амино групе аденил-сукцината под дејством аденилсукцинат-лиазе и ослобађа се фумарат. Добили смо AMP!!!
За синтезу 1AMP - 1 GTP потрошен!

Синтеза GMP: Оксидација IMP на другом Ц атому и аминација ксантозин-монофосфата даје GMP.

1. реакција:
IMP се оксидише помоћу IMP дехидрогеназе и NAD+ се редукује до NADH+H+. Оксидација се врши на 2. атому угљеника пурина и добија се ксантозин-монофосфат (XMP).
 
2. реакција:
XMP добија амино групу на 2. C атому у реакцији са глутамином (GMP синтетаза) уз утрошак  ATP и добијамо GMP. 
За синтезу 1GMP – 1 ATP потрошен!!




Синтеза нуклеозид дифосфата (ADP и GDP) и нуклеозид трифосфата (ATP и GTP) из нуклеозид монофосфата

НУКЛЕОЗИД МОНОФОСФАТ КИНАЗА катализује следеће реакције за стварање нуклеозид-дифосфата:

1. AMP (новосинтетисан) + ATP (за енергију) --------------  2ADP 
2. GMP (новосинтетисан) + ATP (за енергију) ---------------- GDP  + ADP 

НУКЛЕОЗИД ДИФОСФАТ КИНАЗА катализује реакцију настајања нуклеозид трифосфата:
[image: ]1. GDP + ATP (енергија) --------------- GTP + ADP


Регулација de novo синтезе пуринских нуклеотида

Циљеви регулације биосинтезе пуринских нуклеотида: 
1. Контрола укупне количине IMP, ATP, GTP 
2. Координација релативних односа количине ATP и GTP.

Постоје 2 нивоа регулације биосинтезе пуринских нуклеотида:

1.  IMP синтеза:

Реакција синтезе PRPP – ензим рибозофосфат пирофосфокиназу (PRPP синтетаза) алостеријски инхибира AMP , IMP, GMP, као и ADP и GDP, велика количина PRPP,  а СТИМУЛИШЕ је рибозо-5-фосфат.

Реакцију синтезе 5’фосфорибозиламин – ензим амидофосфорибозил

траснферазу инхибира (feedback инхибиција) ATP, ADP, и AMP и GTP, GDP, и GMP. Алостерна СТИМУЛАЦИЈА са PRPP.
[image: ]
2.   Конверзија IMP у AMP и GMP

AMP и GMP су компетитивни инхибитори у својој сопственој синтези из IMP.

GTP је супстрат за синтезу AMP, а ATP је суптрат за GMP.

Синтеза пурина регулише се на неколико места, преко 4 кључна ензима:
PRPP синтетаза – регулише синтезу IMP-а
Амидофосфорибозил-трансфераза – регулише синтезу IMP-а
Аденилосукцинат-синтетаза – регулише синтезу АMP-а и
IMP-дехидрогеназа – регулише синтезу GMP-а.

Реутилизација (рециклизација) пуринских база

	Овај процес се назива ФОСФОРИБОЗИЛАЦИЈА која поново користи пуринске базе (Аденин, Хипоксантин, Гуанин) у реакцији са PRPP да се добије AMP, IMP, IDP!!! Ензими који каталишу ову рекцију се називају аденин фосфорибозил трасфераза (APRT) и хипоксантин-гуанин фосфорибозил траснфераза (HGPRT).
	Синтеза нуклеотидних база de novo одвија се у највећој мери у јетри, мада се у извесној мери одвија и у мозгу, неутрофилима и другим ћелијама имунског система. У јетри може да дође до превођења нуклеотида у нуклеозиде и слободне базе, које се затим преносе у друга ткива помоћу еритроцита. Осим тога, мала количина нуклеозида или база која се апсорбује из хране такође може да уђе у ћелије. Према томе, већина ћелија може да сачува азотне базе и искористи их за синтезу DNK и RNK. За неке типове ћелија као што су лимфоцити рециклизација представља главни начин синтезе нуклеотида.
	Главни ензими који су укључени у процес рециклизације су пурин-нуклеозид-фосфорилаза, фосфорибозил-трансферазе и деаминазе.
	Пурин-нуклеозид-фосфорилаза катализује фосфоролизу (фосфоролитичко разлагање) N-гликозидне везе која повезује базу и шећер у нуклеозидима гуанозину и инозину. У овој р-ји гуанозин прелази у гуанин, а инозин у хипоксантин, уз истовремено ослобађање рибозо-1-фосфата. Шећер изомеризује у рибозо-5-фосфат, док се базе чувају или разграђују према ћелијским потребама.
	Фосфорибозил-трансферазе катализују везивање рибозо-5-фосфатне јединице из PRPP-а на слободну базу. Постоје два оваква ензима: аденин фосфорибозил трасфераза (APRT) и хипоксантин-гуанин фосфорибозил траснфераза (HGPRT). Катализују исти тип р-је а разликују по специфичности према супстрату.
	Деаминазе катализују уклањање амино-групе. Аденозин-деаминаза врши деаминацију аденозина у инозин; у р-ји катализованој АМР-деаминазом АМР даје IMP. (Аденозин је једини нуклеозид који може директно да се фосфорилише и преведе у нуклеотид уз каталитичко деловање аденозин-киназе.) Да би се из гуанозиина и инозина синтетисали нуклеозиди у присуству HGPRT, они морају претходно да се преведу у слободне базе (гуанин и хипоксантин) уз каталитичко деловање пурин-нуклеозид-фосфорилазе.
	(Циклус пуринских нуклеотида и процес рециклизације азотних база важну улогу има у скелетним мишићима. Крајњи резултат циклуса је превођење аминокиселине аспартат у фумарат – интермедијер Кребс-овог циклуса, деаминацијом. Када у мишићима постоји повећана потреба за енергијом, анаплеротички – допуњујуће, се користи фумарат настао у циклусу пуринских нуклеотида, који на тај начин допуњава интермедијере циклуса лимунске киселине и омогућава његово убрзано одвијање и добијање енергије. Недостатак ензима укључених у циклус доводи до убрзаног замора мишића при физичком напору.) 
 


БИОСИНТЕЗА ПИРИМИДИНСКИХ НУКЛЕОТИДА

[image: ]
De novo синтеза и salvage синтеза пиримидинских нуклеотида.

ПИРИМИДИНСКЕ БАЗЕ се састоје од ЈЕДНОГ 6-УГАОНОГ АЗОТНОГ ПРСТЕНА.
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ТИМИН = 2,4-диокси-5-метил пиримидин
ЦИТОЗИН = 2-окси-4-амино пиримидин
Урацил = 2,4-диокси пиримидин

МОКРАЋНА КИСЕЛИНА = 2,4-диокси-6-карбокси пиримидин

Тимин и Урацил – улазе у састав РНК.


Нуклеозиди:

Настају спајањем гликозидним везама шећера рибозе (РНК) или дезоксирибозе (ДНК)
за пуринску (веза између 1C шећера – 9N базе) или пиримидинску базу
(веза између 1C шећера – 1N базе).
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На пиримидинске базе се додаје – ИДИН
ЦИТОЗИН – ЦИТИДИН
ТИМИН – ТИМИДИН
УРАЦИЛ – УРИДИН




  Биосинтетиско порекло појединих атома у пиримидинском прстену
[image: 26-2]
· 1. атом азота и 4.5.6. атом угљеника потиче од аспартата 
· 2. атом угљеника потиче од бикарбоната 
· 3. атом азота потиче од амидне групе глутамина 



DE NOVO синтеза пиримидинских нуклеотида

[image: ]Пиримидински нуклеотиди настају тако што се прво синтетише база, која се затим везује на рибозо-5-фосфат. Пиримидински прстен граде атоми који потичу од аспартата и цитоплазматског карбамоил-фосфата. Биосинтеза пиримидина започиње реакцијом глутамина, бикарбоната и АТР-а, при чему настаје карбамоил-фосфат. Реакција је иста као и први корак синтезе урее (циклуса урее), с тим што се у овом случају користи глутамин као извор N-атома (а не амонијак, као код циклуса урее) и р-ја се одиграва у цитосолу а не у митохондријама. Аналогну р-ју у циклусу урее катализује карбамоил-фосфат-синтетаза 1.

Укратко - У првој фази синтезе пиримидинских нуклеотида
долази до синтезе пиримидинског прстена који затим реагује
 са PRPP дајући OMP, а затим и UMP!!!

1. реакција 
Синтеза пиримидинског  језгра C-2 и N-3 који се назива 
карбамоил-фосфат у реакцији глутамина са бикарбонатом
 уз утрошак 2ATP (ензим карбамоил-фосфат-синтетаза 2).
Амидна група глутамина се везује за угљеник карбамилне групе 
бикарбоната која се везује за фосфат из ATP-а.


Карбамоил фосфат је високоенергетско једињење и његова 
синтеза се одиграва У ЦИТОПЛАЗМИ за потребе синтезе 
ПИРИМИДИНА, као и у митохондријама код синтезе уреје 
(УРЕА ЦИКЛУС – ензим карбамоил-фосфат-синтетаза 1)!!





2. и 3. реакција
Реакције затварања пиримидинског прстена. Карбамоил-фосфат се претвара у дихидрооротску киселину у два корака. Прво, карбамоил-фосфат регује са аспартатом (ензим – аспартат транскарбамоилаза) и настаје N-карбамоил-аспартат који се под утицајем дихидрооротазе претвара у дихидрооротат.

Аспартат из ове реакције даје 1. атом азота и 4. 5. 6. атом угљеника пиримидина.

Важно!!! – ензими карбамоил-фосфат синтетаза 2, аспартат транскарбамоилаза и дихидрооротазе чине део једног мултифункционалног ензима – означава се као CAD. Такође, два последња ензима припадају једном полипептиду који је означен и као UMP-синтаза – он поседује и оротат-фосфорибозил-трансферазну и оротидилна-киселина-дехидрогеназну активност.

4, 5-та и 6. реакција
Реакције додавања рибозо-5-фосфата на оротат.

У  4.  реакцији  дихидрооротат се оксидише у оротат помоћу дихидро-оротат-дехидрогеназе (флавопротеин – 
2 мола FMN + 2 мола FAD + 4Fe+3) и коензима NAD+.

У  5.  реакцији оротат реагује са PRPP (који даје рибозо-5-фосфат) уз помоћ оротат-фосфорибозил-трансферазе и добија се први нуклеотид OMP – оротидин монофосфат (реакција се дешава у цитоплазми + магнезијум) 

У 6. реакцији OMP се декарбоксилише у UMP помоћу оротидил-декарбоксилазе/дехидрогеназе и добијамо први пиримидински нуклеотид UMP.
За синтезу UMP утрошено укупно 2ATP!!!

[image: ]Важно 2!!! – ензими оротат фосфорибозил трансфераза и оротидил декарбоксилаза/дехидрогеназа чине део једног мултифункционално ензима - UMP-синтаза !!![image: ][image: ]


Синтеза UDP-а: 
Синтезу UDP-а катализује ензим нуклеозид монофосфат киназа.
UMP + ATP --------- UDP + ADP

Синтеза UTP:
Синтезу UTP–а катализује ензим нуклеозид дифосфат киназа
UDP + ATP   ------------   UTP + ADP

Синтеза CTP-а:
CTP настаје процесом АМИНАЦИЈЕ (везује се амино-група која потиче од амида глутамина у положај 4) у реакцији UTP са глутамином уз утрошак ATP–а, а коју катализује ензим 
CTP-синтетаза.

Регулација синтезе пиримидина de novo

Кључни корак у синтези пиримидина сисара представља р-ја катализована карбамоил-фосфат-синтетазом 2, CPS 2. UTP инхибира ензим, а PRPP га активира. Смањена концентрација пиримидина (на шта указује ниво UTP-а) активира CPS 2 и сопствену синтезу.



Реутилизација - рециклизација пиримидинских база 
Рециклизација (пут "спасења") пиримидинских база одиграва се у два корака. У првом, пиримидинске (урацил и цитозин) базе се преводе у одговарајуће нуклеозиде, уз каталитичко деловање релативно неспецифичне пиримидин-нуклеозид-фосфорилазе. Приоритетан смер овог процеса је р-ја реверзне фосфорилазе, у којој се спаја база (урацил или цитозин) са рибозо-1-фосфатом при чему се добија нуклеозид (уридин или цитидин) и ослобађа се фосфат (Pi):
1.  Први корак катализује ензим нуклеозид фосфорилаза (уридин фосфорилаза, деокситимидин фосфорилаза) 

				Пиримидинска база + рибозо-1-фосфат -------- нуклеозид + фосфат 
				Урацил + рибозо-1-фосфат ------ Уридин + фосфат

У другом кораку, нуклезиди се преводе у нуклеотиде,  каталитичким деловањем нуклеозид-киназа. Даља фосфорилација врши се, као и код пурина, уз каталитичко деловање киназа, чија специфичност према супстрату расте.
2. Други корак катализује ензим нуклеозид киназа – иреверзибилан процес (уридин киназа, тимидин киназа)

				Нуклеозид + ATP ---------- Нуклеотид + ADP
				Уридин + ATP ------ UMP + ADP
Синтеза пиримидинских нуклеозид-монофосфата р-јама које катализују нуклеозид-фосфорилаза и нуклеозид-киназе је релативно не-ефикасан пут рециклизације пиримидинских база, пошто је и у плазми и ткивна концентрација база врло ниска. 
Пиримидин фосфорилаза може да делује на све пиримидине, али највећи афинитет има према урацилу (често се и назива уридин-фосфорилаза), нешто мањи према цитозину, док је афинитет према тимину врло низак. Знатно већи афинитет према тимину има тимин-фосфорилаза која уграђује остатак деоксирибозе.
(Једино UMP може настати и из следеће реакције коју катализује фосфорибозил трансфераза
		Урацил + PRPP -------- UMP + PPi).


Синтеза ДЕЗОКСИРИБОНУКЛЕОТИДА (dNMP, dNDP, dNTP)
	
Да би се синтетисала ДНК, мора доћи до редукције рибозне подјединице у деоксирибозу. Овој р-ји подлеже ди-нуклеотид у присуству ензима рибонуклеотид-редуктазе. За каталитичко деловање ензима неопходно је присуство протеина тиоредоксина. Настали деоксирибонуклеотид-дифосфати могу да се фосфорилишу у три-фосфате и да се затим употрбе за грађење ДНК. 

Настанак дезоксирибонуклеотид-дифосфата

Нуклеотид-дифосфат (NDP) се редукује на 2’ атому угљеника рибозе помоћу ензима рибонуклеотид-редуктазе (флавопротеин) и оксидо-редукујућег агенса ТИОРЕДОКСИНА.
	Тиоредоксин се редукује помоћу кофактора NADPH + H+ (који се сам оксидује). Цео процес личи на глутатионски-ред-окс циклус. Редуковани тиоредоксин водонике преноси на 2’ атом угљеника рибозе и настаје деоксирибоза у оквиру нуклеотид-дифосфата (рибонуклеотид-редуктазе). Редуковани тиоредоксин се ре-оксидује под дејством тиоредоксин-редуктазе (FAD је њена простетична група која се ре-оксидује помоћу NADPH + H+).
1. Тиоредоксин-окс.(S-S) + NADPH + H+ ------ Тиоредоксин-ред.(SH)2 + NADP+ + NDP ------- Тиоредоксин-окс. + dNDP (ензим рибонуклетид редуктаза)
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Тиоредоксински ред-окс циклус
 [image: ]




[image: ]Синтеза dТМP: 

Започиње из CDP-а који се прво редукује под дејством  тиоредоксинског система до dCDP а затим дефосфорилише под дејсвом киназе (dCDP се дефосфорилише до dCМP а ADP се фосфорилише до АТР) dCМP. dCМP се деаминује (губи амино-групу) и настаје dUMP. Дејством ТИМИДИЛАТ СИНТЕТАЗЕ на dUMP и донора метил групе N5,N10-метилен-ТHF настаје dTMP.
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У првој фази настанка dTMP-а, CDP је редукован уз помоћу компликованог горе наведеног тиоредоксин система у dCDP који се затим конвертује у dCMP помоћу киназа. dCMP се дезаминује у dUMP помоћу dCMP деаминазе. 
У следећој реакцији dUMP реагује са активном формом фолне киселине N5,N10-метилен-ТHF дајући dTMP уз помоћ ензима ТИМИДИЛАТ СИНТЕТАЗЕ. Дихидрофолат се затим ОБАВЕЗНО РЕДУКУЈЕ до тетрахидрофолата помоћу ДИХИДРОФОЛАТ РЕДУКТАЗЕ (цитостатици МЕТОТРЕКСАТ и АМИНОПТЕРИН су компетативни инхибитори дихидрофолат редуктазе).








Регулација биосинтезе пиримидинксих нуклеотида

У регулацију биосинтезе пиримидинских нуклеотида су укључени механизми алостеријске продуктне инхибиције, координиране репресије и дерепресије.
Прву реакцију и први ензим, цитозолну CPS 2 у синтези пиримидина компетативно инхибира UDP и UTP (у 
компетицији са ATP), а АКТИВИРА PRPP и ATP. 
[image: 19-14]Другу реакцију у синтези приримидина, ензим аспартат-карбамоил-трансферазу алостеријски инхибира CTP. 
OMP декарбоксилазу компетативно инхибирају UMP и CMP. 
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Разградња пиримидинских нуклеотида

Пиримидини се даље метаболишу до β-уреидипропионатa који се метаболоше у β-аланин, амонијак (NH3) и угљен диоксид (CO2). Угљен диоксид се елиминише дисањем, амонијак се користи за синтезу урее, а β-аланин je прекурсор за синтезу коензима-А.
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   - Уколико смо разградњом нуклеинских киселина добили пиримидин цитозин, он се дезаминацијом преводи у урацил помоћу цитозин дезаминазе.

 - Цитозин дезаминаза може дезаминовати и нуклеотид цитидин у случају да разградњом нуклеинских киселина нисмо добили пиримидинску базу.

Цитидин + H2О -------- Уридин + NH3

   - У даљем процесу урацил се редукује у дихидроурацил помоћу NADPH+H+ и дихидроурацил дехидрогеназе. 

- Додајемо H2О, отвара се прстен и добија се бета-уреидопропиониска киселина која хидролитичком разградњом даје бета-аланин, CO2 и NH3. 

Разградњом тимина добија се бета-аминоизобутират, CO2 и NH3.


Сајтови: 
http://sr.wikipedia.org/sr-ec/%D0%93%D0%B8%D1%85%D1%82  http://library.med.utah.edu/NetBiochem/pupyr/pp.htm 
http://www.aw-bc.com/mathews/ch22/0outline.htm 
http://web.indstate.edu/thcme/mwking/nucleotide- metabolism.html#pyrimclin
ПИТАЊА ЗА ВЕЖБУ
1. Наведите колико врста азотних база постоје, које су то врсте, колико азотних прстенова садрже и наведите их?
2. Објасните шта су нуклеозиди и наведите их.
3. Како настају нуклеотиди? 
4. Како настају полинуклеотиди тзв.нуклеинске киселине? 
5. AMP се прво ______________ у нуклеозид __________, а затим се путем дезаминације под дејством ___________ претвори у нуклеозид _________ који се фосфорилише у пуринску базу ____________ уз помоћ ензима _______________.
6. Хипоксантин се оксидише у ___________ до ___________ под утицајем ____________. 
7. AMP се дезаминише у ______________ под дејством __________ затим се IMP хидролизује под дејством _______________ у ______________ . 
8. GMP се хидролизује под дејством _______________ до нуклеозида ______________ који се фосфорилише до ______________ помоћу нуклеозид фосфорилазе, а затим се претвара у ________________ помоћу гуанин деаминазе. Ксантин се оксидише до ________________ помоћу ___________. 
9. Ксантин оксидаза је ____________ и у нашем организму се налази у две форме: 
__________________ и ____________ 
10. Код човека крајњи продукт катаболизма пуринских база је________________ , а код осталих сисара је ____________ .
11. Крајњи продукти катаболизма пиримидинских база су ________________________ и __________________ . 
12. Поновна синтеза пуринских база у нашем организму се назива ________________ и може да се одиграва се у _______________и ____________ 
13. Какво је биосинтетско порекло атома у пуринском прстену? 
14. Колико постоји регулаторних реакција у процесу де ново синтезе пуринских нуклеотида? ___________ 
15. У првој реакцији ДЕ НОВО синтезе пуринских нуклеотида формира се __________ који настаје из рибозо-5-фосфата при чему се ____________ ATP. 
16. Поред улоге у синтези пуринских нуклеотида PRPP такође има улогу и у __________________________. 
17. У другој реакцији PRPP реагује са ___________________ и настаје ____________________________. 
18. Објаснити који се процеси одигравају у другој регулаторној реакцији _________________________________. Добијена амино група представља који азотов атом у будућем пуринском прстену?  ___________ 
19. Први пурински нуклеотид синтетисан де ново синтезом је ____________ 
20. Колико се ATP-а утроши за синтезу једног IMP-а?________ 
21. AMP се синтетише из  ____________ и  ____________  и троши се један молекул  ____________ .
22. GMP се синтетише тако што се прво ___________ оксидише у ___________ помоћу ензима____________ и косупстрата _____________ , а затим ХМП реаугује са ____________ уз утрошак једног молекула ____________ дајући GMP.
23. Пурински нуклеозид дифосфати (ADP и GDP) настају из AMP и GMP под дејством ензима________________________ .
24. Пурински нуклеозид трифосфати (ATP и GTP) настају из ADP и GDP под десјтвом ензима _______________________ .
25. У првој рекацији синтезе PRPP – ензим _____________________ алостеријски инхибира ____________, а активира ___________ .
26. У другој реакцији синтезе 5'фосфорибозиламин – ензим ______________ инхибира (feedback инхибиција) ____________, а активира _____________ 
27. Шта копметитивно инхибира синтезу AMP и GMP?. 
28. Реутилизација пуринских база је процес које се назива ___________________ који поново користи пуринске базе __________________ у реакцији са _______________ да се добије AMP, IMP, и GMP под дејством ензима _________________________ и _____________________

1. Које је бисинтетско порекло атома у пиримидинском прстену?
______________________________________________________________________
2. У 1. реакцији синтезе пиримидинских база синтетише се _________ из ______________ и __________ уз утрошак ______________ под дејством ензима __________________.
3. У 2. И 3. реакцији синтезе пиримидина карбамоил фосфат прво реагује са ______________ под дејством ензима и настаје Н-карбамоиласпартат који се под утицајем __________________ претвара у ____________.
3. У 4. Реакцији синтезе пиримидина дихидрооротат се оксидише у ______________ оротат помоћу __________________ и коензима _______________
5. У 5. Реакцији синтезе пиримидина оротат реагује са ____________ и даје ____________ уз помоћ ензима ______________ и добија се први нуклеотид ______________
6. Први пиримидински нуклеотид синтетисан de novo синтезом је ______________ уз утрошак _________
7.Синтезу UDP-а катализује ензим ________________ из __________ уз утрошак ___________
8. Синтезу UTP –а катализује ензим ___________________ из __________ уз утрошак ______________.
9. CTP настаје процесом аминације у реакцији _____________ са ______________ уз утрошак ATP –а, коју катализује ензим _____________________.
10. Дезоксирибонуклеотид дифосфати настају из _______________ под дејством ензима ________________ и оксидо-редукујућег агенса _____________
11. Тиоредоксин се оксидо-редукује помоћу кофактора ____________
12. дТМП се синтетише из ___________   донора метил групе под   дејством ензима   ____________
ао копроизвод ___________________
13. Дихидрофолат се   редукује до ____________ помоћу ензима __________________.
14. У 1. Реакцији синтезе пиримидина ензим _________________ компетативно инхибира _________________, а активира ___________.
15. У 2. реакцији синтезе пиримидина ензим _________________ алостеријски инхибира___________.
16. ОМП декарбоксилазу компетативно инхибирају ____________.
17. Током реутилизације пиримидинских база UMP настаје тако што прво урацил реагује са____________дајући ___________ који затим реагује са _______________ дајући UMP. 
18. UMP може настати и из уридина и ______________ помоћу ензима ____________
19. Разградњом тимина добија се __________________, CO2 и NH3
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