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Ei brik ke her og ei brik ke der – til sam an gir dei 
auka kunn skap om akutt in ter mit te ren de por fy ri

Kvar brik ke er vik tig i eit puslespel, for å sjå heilskapen. 
Gjen nom funk sjo nell og struk tu rell ka rak te ri se
ring av variantar av hydroksymetylbilan syntase, 
eit en zym som er as so siert med ein porfyrisjukdom, 
har vi fun ne nye brik ker som gir meir kunn skap om 
sjukdomsmekanismen.

Hem er bygd opp av fire pyrrolringer og 
blir danna i hemsyntesen av åtte for
skjel li ge en zym. Hydroksymetylbilan 
syntase (HMBS; også kjent som 
porfobilinogen deaminase) er det tred je 
en zy met i hemsyntesen, og koplar sam
an porfobilinogen (PBG) i fire trinn til 
ei li ne ær pyrrolkjede, via ko fak to ren 
dipyrrometan. I den ne samankoplinga 
opp står det mel lom pro dukt av en zy met (E) 
og PBG sub stra tet (S): ES, ES2, ES3 og ES4.

Akutt in ter mit te ren de por fy ri (AIP)
Variantar av HMBSge net kan gi 
HMBS som ikkje er i stand til å 
omsetje PBG el ler å frigjere pro duk
tet hydroksymetylbilan (HMB). Des se 
genfeila er as so siert med akutt in ter
mit te ren de por fy ri (AIP), ein sjeldan 
og arveleg stofskiftesjukdom som kan 
gi alvorlege akut te åtak. Symptoma er 
i re ge len ster ke ma ge smer ter som ofte 
krevjar opio id be hand ling, kvalme, ta ky

kar di og hy per ten sjon. Men ta le symp
tom som de pre sjon og and re psy kis ke 
forstyrringar er òg vanleg. In di vid med 
sjukdomsassosierte HMBSvariantar vil 
ha HMBS med ned sett en zym ak ti vi tet, 
og hastigheita vil vere avgrensa i det te 
trin net i hemsyntesen. En do ge ne, hor
mo nel le og me ta bols ke faktorar som 
aukar be ho vet for hem, vil in du se re 
hemsyntesen i lev ra. For dei med lågare 
HMBSak ti vi tet enn nor malt vil PBG og 
pyrrolforløparen del taaminolevulinsyre 
(ALA) ak ku mu le re. ALA er kjent nev
ro tok sisk og vil i høge konsentrasjonar 
kun ne utløyse åtak. 

To HMBSvariantar som er kjent for å 
vere as so sier te med AIP, er p.Arg167Gln 
og p.Arg195Cys. Arg167 er ei kon ser
vert ami no sy re som sit i det ak ti ve se tet i 
en zy met, men utan di rek te interaksjonar 
med ko fak to ren. Arg195 er òg ei kon ser
vert ami no sy re, og den ne in ter age rer 
med ko fak to ren. Både Arg167 og Arg195 
er truleg in vol vert i pyrrolforlenginga til 
HMBS, og aminosyresubstitusjonar her 
vil påverke funk sjo nen. 

I det te ar bei det har vi stu dert 
p.Arg167Gln og p.Arg195Cys, og 
enzymmellomprodukta som opp
står un der samankoplinga av PBG 
(1). Mellomprodukta kan målast og 
identifiserast med uli ke bio kje mis ke 
metodar. Vi har ut trykt re kom bi nant 
villtype HMBS og variantar, og nytta 
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enzymaktivitetsanalysar, na tiv gel elek
tro fo re se, ult rahøgoppløyseleg mas se
spek tro me tri (ESI FTICR MS) og rønt
gen krys tal lo gra fi for å få tak i dei små 
detaljane rundt funk sjo nen og struk tu
ren av HMBS.

Ny hy po te se
I ar tik ke len «One ring clos er to a clo
sure: the crys tal structu re of the 
ES3 hydroxymethylbilane synthase 
intermediate», har vi tre hovudfunn:

1) Gjen nom bio kje misk ka rak te ri se

ring av HMBSvariantane p.Arg167Gln og 
p.Arg195Cys har vi fått in for ma sjon om to 
va ri ant spe si fik ke sjukdomsmekanismar 
på mo le ky lært nivå.

2) Vi pre sen te rer krys tall struk tu ren til 
mel lom pro duk tet ES3 (PDB ID: 8PND) og 
vi ser korleis pyrrolstrukturen trekkjer 
seg inn i det ak ti ve se tet via ein tred je, 
tidlegare ukjent in ter ak sjons stad. Det te 
gir ge ne rell in for ma sjon om en zym me
ka nis men til HMBS.

3) Gjen nom krys tall struk tu ren har 
vi fått indikasjonar på at frigjeringa av 
pro duk tet kan skje skjer på ein annan 
stad enn det som ein har trudd til no. 
Vi pre sen te rer difor ei ny hy po te se for 
kor pyrrolkjeda blir hyd ro ly sert, gjen
nom å sjå på dei tre ami no sy re ne Arg255, 
Glu258 og Arg355, som er i nær lei ken av 
den tred je sta den for in ter ak sjon.

Re sul tat
Opp sum mert vi ser resultata våre at 
Arg167 er med på å be stem me hastigheita 
for en zym ka ta ly sen i alle trinna for 
pyrrolforlenging og produktfrigjering, 
me dan Arg195 i hovudsak er in vol vert 
i sjølve frigjeringa av HMBpro duk tet. 
Vidare har vi indikasjonar på at HMB
pro duk tet kan kløyvast av ved hyd ro
ly se når hexapyrrolen er full sten dig 
tilbaketrekt i det ak ti ve se tet.

Resultata i den ne ar tik ke len er ein 
del av det overordna pro sjek tet PredPor 
(Pre dik to rer for sjukdomsaktivitet og 
langtidskomplikasjonar ved akutt in ter
mit te ren de por fy ri), kor må let er å fin ne 
nye markørar og svar på kven i pa si ent
po pu la sjo nen som treng tettare opp føl
ging. Funna vi har gjort gir ikkje di rek te 
svar på desse spørsmåla, men er vik ti ge 
puslespelbrikker som vil nyttast i vidare 
tolking av pa si ent prø ver og data vi har 
samla inn i PredPor. PredPorstu di en har 
tidlegare vore om talt i Bio in gen iø ren (2). n
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Mellomprodukta som opp står i samankoplinga mel lom HMBS (E) og sub strat (S), ES, ES2, ES3 

og ES4, er sta bi le og kan isolerast med ionebyttekromatografi (øvst t.v.) og detekterast med 

mas se spek tro me tri (nedst t.h.). Vi har sett på HMBS-variantane p.Arg167Gln og p.Arg195Cys, 

som vi veit kan gi sjukdommen akutt in ter mit te ren de por fy ri (AIP). Ami no sy re ne Arg167 og 

Arg195 ligg på kvar si side av det ak ti ve se tet (øvst t.h.) kor substratkoplinga skjer. Vi har stu-

dert korleis samankoplinga av substrata blir påverka når des se to ami no sy re ne blir sub sti tu ert. 

Vi iso ler te ES3-mel lom pro duk tet av sjukdomsvarianten p.Arg167Gln kor en zy met med ko fak tor 

er bun de til tre sub strat, og be stem te krys tall struk tu ren til den ne. Frå struk tu ren kun ne vi sjå at 

en zy met har ein tred je og tidlegare ukjent in ter ak sjons stad (Intermediate Pyrrole Site 3; IPS3), 

som gjor de det mogleg å fore slå ei ny hy po te se for fjer de og siste trinn i for len gings me ka nis-

men til HMBS. Beg ge variantane blei un der søkt med mas se spek tro me tri før og et ter til set ting av 

sub strat (PBG). Vi ob ser ver te korleis p.Arg167Gln had de noko en zym ak ti vi tet til tross for ami no-

sy re sub sti tu sjon, ved at alle mellomprodukta blei danna over tid (nedst t.h. i blått), me dan p.Ar-

g195Cys ak ku mu ler te det siste ES4-mel lom pro duk tet (nedst t.h. i grønt).
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